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ABSTRACT Linda G. Trelles Gaines 1,6‐Hexamethylene Diamine (HDA) as a Urinary Biomarker for Dermal and Inhalation Exposure to 1,6‐Hexamethylene Diisocyanate (HDI) in Automotive Spray‐Painters (Under the direction of Leena A. Nylander‐French)  Urinary 1,6‐hexamethylene diamine (HDA) has been indicated as a potential biomarker for systemic exposure to 1,6‐hexamethylene diisocyanate (HDI). However, the quantitative relationships between dermal and inhalation exposure to HDI and urine HDA levels have not been established. The objective of this research was to establish a quantitative and time‐dependent relationship between urine HDA levels and inhalation and dermal exposure to HDI. Urine HDA levels, creatinine concentrations, and specific gravity along with dermal and breathing‐zone levels of HDI were measured over the course of an entire workday for up to three separate workdays spaced approximately one month apart in 48 automotive spray painters. Dermal exposure and inhalation exposure levels, adjusted for the type of respirator worn, and creatinine concentration were observed to be significant predictors of urine HDA levels. Our results indicate that HDA exhibits a biphasic elimination pattern, with a half‐life of 2.9 h for the fast elimination phase. The use of coveralls, the type of respirator worn, smoker status, the type of painting booth, and multiple painters at the shop were all found to significantly affect the creatinine concentration adjusted urine HDA levels. Our results indicate that urine HDA is, in fact, a useful biomarker to investigate systemic HDI exposure through both the skin and the lungs and, further, emphasize the need for 
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proper dermal and inhalation protection for workers in this industry. Further, our results will help industrial hygienists design a program to use urinary HDA to assess occupational HDI‐exposure. 
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 CHAPTER 1 
BACKGROUND AND SIGNIFICANCE 
 
 
1.1  DIISOCYANATES Diisocyanates are a group of low molecular weight, aromatic and aliphatic compounds, which are highly reactive due to their two isocyanate functional groups (N=C=O). Common diisocyanates include 1,6‐hexamethylene diisocyanate (HDI) and isophorone diisocyanate (IPDI) which are aliphatic and toluene diisocyanate (TDI) and 4,4’‐methylenediphenyl diisocyanate (MDI) which are aromatic. MDI and TDI dominate the global market for diisocyanates with a combined 95.4% of the market while HDI and IPDI had a combined 3.4% share of the market in 2000.1 The total global market for diisocyanates was estimated as 4.4 million tons in 2000.1 
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1.2  USE OF DIISOCYANATES Diisocyanates are used to produce polyurethane products include foams, coatings, elastomers, and spandex fibers. Different diisocyanates are used depending on the desired flexibility or rigidity of the polyurethane.2 An exothermic reaction of molecules containing two or more isocyanate groups with polyol molecules containing two or more hydroxyl groups produce polyurethanes. Polyurethanes are used in numerous applications in major market areas such as automotive, furniture, construction, thermal insulation, and footwear.  In the United States, the number of people exposed to diisocyanates each year was estimated to be over 95,000 in 1983.3 Over half of the diisocyanate exposure is estimated to be to MDI in the U.S., and the majority of exposed workers work with electric equipment, or are roofers or tile setters.3 Just under 20,000 are estimated to be exposed to HDI, and the majority of exposed individuals work in transportation industries, mainly in painting jobs.3 In general diisocyanate exposure occurs in industrial occupations, but exposure is also estimated to occur in a variety of occupations including janitors, geologists, and health care workers such as physicians, nurses, and dentists.3 
1.2.1  DIISOCYANATES IN THE AUTOMOTIVE INDUSTRY Polyurethanes are used in large number of products in automobiles including internal body parts such as seats, liners, dashboards, and external components such as bumpers and energy absorption parts. Polyurethanes are also used in coatings and 
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lacquers.1 The hardeners used in spray‐painting operations of polyurethane enamels contain HDI monomer and its oligomers. HDI is present in the catalyst component as a monomer or a pre‐polymer. When the catalyst component of the enamel is combined with the base component, which contains alcohols, pigments, and solvents, the HDI monomer and pre‐polymer react with alcohols to form urethane cross‐links and chains that give the paint its abrasion‐ and corrosion‐resistant properties.4 Over 2,000 workers in the auto repair industry in the U.S. are estimated to be exposed to HDI each year.3 
1.2.2  DIISOCYANATE EXPOSURE Since diisocyanates volatilize at room temperature, the most common route of exposure has been considered to be inhalation of vapors. Thus, most exposure assessments have focused only on the characterization of airborne exposures in spray‐painting operations. However, diisocyanates are also present in aerosol form in these operations. The aerosols and vapors can deposit on the skin, and thus dermal exposure can occur. Animal studies have shown that different diisocyanates can penetrate the outermost layer of the epidermis of the human skin, the stratum corneum, unreacted.5 Austin6 observed increased urinary toluene diamine (TDA) levels among workers who had direct skin contact with uncured TDI‐based foam compared to non‐handlers, even though both groups were exposed to similar airborne levels of TDI (amines discussed in the next section). Austin suggested that dermal absorption accounted for this large difference in TDA levels between the two groups but whether the dermal exposure was attributed to hydrolyzed diisocyanate (i.e., diamine) from contaminated surfaces or to 
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the diisocyanate itself could not be discerned. Further animal studies have shown that dermal exposure alone can cause the amine formed from the diisocyanate to appear in the urine.7 In the case of auto‐body painters, dermal exposure to vapor and aerosol is particularly important due to the fine spray of vapors and aerosols that are generated by the spray gun. The painter’s hand and forearm continuously moves through this spray cloud as he paints. Painters bend over or squat into the over‐spray in order to examine their work or to spray the lower part of the car, and thus they expose their upper body and face to the cloud. In fact, HDI was detected on the hands and arms of spray painters who were wearing coveralls and gloves indicating penetration of HDI through the dermal protection.8 Therefore deposition on the skin and contact between the skin and contaminated surfaces and liquid product may also constitute important routes of exposure.  
1.3  HEALTH EFFECTS OF DIISOCYANATES EXPOSURE 
1.3.1  OVERVIEW OF HEALTH EFFECTS Diisocyanates are considered to be irritants of the eyes, skin, and respiratory system.9 Acute health effects include coughing, dyspnea (breathing difficulty), wheezing, corneal damage, and skin blisters. They can cause many diseases including hypersensitivity pneumonitis, chemical bronchitis, rhinitis, dermatitis, and pulmonary edema. Most importantly, they are also a leading cause of occupationally induced asthma.9, 10 It is estimated that worldwide, 5 to 10% of workers occupationally exposed 
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to diisocyanates will develop occupational asthma.10 Animal studies have indicated that TDI is a potential carcinogen.11  
1.3.2  MECHANISM OF DIISOCYANATE‐INDUCED ASTHMA Asthma caused by diisocyanates is due to sensitization.12 As with many other low molecular weight agents that have been shown to cause occupational asthma, diisocyanates contain a chemically reactive isocyanato (NCO) groups, which can bind to endogenous proteins.10 Once diisocyanates bind to the proteins, they act as haptens where the altered protein contains one or more relevant antigenic determinants that may induce an allergenic response.10 Diisocyanate asthma resembles allergic asthma in three ways. First, only a small portion of exposed subjects will develop asthma.12, 13 Second, a latency period between exposure and asthma onset has been documented.12, 
13 Although a single exposure to diisocyanates may elicit an asthmatic reaction, sensitization usually requires multiple exposures over several months to years.2, 14 Finally, once a worker has become sensitized, any subsequent exposure even to a low concentration can induce a severe asthmatic response2, 12, 15 or even death16 due to the aggravated immune response.  Little is known regarding the level and rate of exposure necessary to elicit an asthmatic response in a worker.17 An increase in dosage can cause the common linear decrease in forced expiratory volume (FEV).18 However, other patterns have been observed such as a minimal effect on the FEV at first followed by a quick, significant decrease or a significant change on the FEV followed by a plateau such that increasing dosage does not decrease the FEV significantly.18 Many workers with 
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diisocyanate‐induced asthma do not express an asthmatic response until 4‐12 hours after diisocyanate exposure.13 Although several mechanisms have been proposed for the onset of diisocyanate‐induced sensitization and asthma, no primary mechanism has been definitively identified. Only a small proportion of exposed workers have been found to exhibit IgE antibodies specific to diisocyanates while higher numbers of workers exhibit IgG antibodies.19, 20 Redlich et al.19 did not observe a clear relationship between workers with diisocyanate‐induced asthma and the presence of specific IgE and IgG. Pronk et 
al.20 examined the presence of IgG and IgE antibodies specific to HDI‐HSA (human serum albumin), HDI oligomer‐HSA (N3300‐HSA), and HDI biuret‐HSA (N100‐HSA). They found a consistent pattern of significant positive associations of work related rhinitis and specific IgE to each of the conjugates with prevalence ratios (PRs) between 1.8 and 2.8. Work‐related chest tightness and specific IgE also had positive PRs, but they were much more variable, and only the IgE and N100‐HSA association was significant. Overall PRs for asthma‐like and chronic obstructive pulmonary disease (COPD)‐like symptoms were closer to 1.0. With specific IgG, only N100‐HSA was observed to have a statistically significant association with COPD‐like symptoms and work‐related rhinitis.20 However, Bernstein et al.21 observed that with 139 subjects with no known exposure to diisocyanates, three had positive specific IgE to a diisocyanate‐HSA conjugate (TDI, HDI, or MDI), and 22 had positive specific IgG to a diisocyanate‐HSA conjugate. Of 11 subjects with possible occupational or non‐occupational diisocyanate exposure, only two had positive specific IgE or IgG responses.21 Conversely, Bernstein et al.22 observed that in vitro diisocyanate antigen 
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stimulation of monocyte chemoattractant protein‐1 (MCP‐1) synthesis was significantly increased in workers with diisocyanate‐induced asthma. They observed this test to be more sensitive and predictive than diisocyanate antigen‐specific IgG or IgE assays for identifying workers with diisocyanate‐induced asthma.22 For subjects sensitized to diisocyanates, exposure induces airway inflammation with significant increase in sputum neutrophils and increased expression of CysLT1 and BLT1 receptors on the neutrophils as well as a release of LTB4 and IL‐8.23 Bronchial biopsies of workers with diisocyanate‐induced asthma showed activated eosinophils and T cells.13 Overall pathogenesis studies have yielded conflicting data suggesting both differences and similarities with other non‐occupational asthma types. In situ, TH2 type airway inflammation has been identified, but researchers have also documented exposure‐induced changes that seem to reflect a more TH1 like response. Lummus et al. observed that increased production of CD8+ (suppressor/cytotoxic) T cells in the peripheral blood of diisocyanate occupational asthma subjects which may be relevant to the low incidence of IgE antibody synthesis in symptomatic workers.24 The concept that diisocyanate exposure and asthma may involve cellular responses, unlike typical TH2 responses induced by common environmental allergens, has also been supported by in vivo studies.12  Genetics may also affect the pathogenesis of diisocyanate‐induced asthma. At least one study indicated that the putative slow acetylators NAT1 genotypes posed a significant increased risk of diisocyanate induced asthma.25 Bernstein et al.26 observed HDI exposure induced asthma is associated with the I (I50V) allele of IL4RA genotype; this wild‐type allele is functionally associated with less IL‐4 cell signaling capacity than 
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the more active V (I50V) variant, which enhances cellular expression of CD23. Similarly, diisocyanate‐induced asthma was also associated with the IL‐13 (R110Q) RR and CD14 (C159) CT genotypes when combined with the IL4RA (I50V) II genotype in the subset of workers exposed to HDI.26 The route of exposure needed to induce diisocyanate asthma is also in dispute. Most studies have focused on the inhalation route, but animal studies have linked respiratory sensitization with dermal exposure to diisocyanates.27 Thus, further study on the effect of dermal and inhalation exposure to HDI and its oligomers is needed. Until recently, quantification of dermal exposure to diisocyanates has not been performed in occupational exposure settings. A method using tape stripping, which will allows quantitative determination of dermal exposure to HDI and its oligomers, has been developed.28 Thus, a quantitative dermal exposure measurement technique along with quantitative inhalation exposure measurements can now be used to investigate HDI exposure. 
1.4  AMINES AS BIOMARKERS OF DIISOCYANATES HDI is thought to hydrolyze into 1,6‐hexamethylene diamine (HDA) in the body, and thus in theory, HDA in urine can be used as a biomarker for HDI exposure. HDI will hydrolyze into HDA in almost any aqueous environment where ions are present to catalyze the reaction. Bicarbonate, which acts as a major buffer system in the blood, is particularly effective at catalyzing the hydrolysis reaction.29 Additionally, MDI has been observed, in vivo, to hydrolyze to 4,4'‐methylenedianiline (MDA).30 However while HDA is the hydrolysis product of HDI, HDA may also be produced by metabolic reactions. 
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Diisocyanates can be acetylated to form monoacetyl‐HDA and diacetyl‐HDA, or they can form protein adducts by conjugation with various macromolecules including albumin and hemoglobin.30‐33 However, upon acid hydrolysis of a urine sample during analysis, protein adducts that may have been formed due to direct reaction with HDI or as a product of HDI metabolism may be broken down and released in the form of HDA.29, 30, 
34, 35   Inconsistent information exists about the elimination rate of HDA in the urine after exposure to HDI.36‐39 The elimination of HDA and other amines derived from hydrolyzed diisocyanates appears to be dependent on two different elimination processes: a fast and a slow elimination phase.37, 39‐41 The fast elimination phase likely reflects recent exposure.36, 37, 39, 42‐44 The slower phase appears to reflect urinary elimination of degradation products of HDI adducted blood proteins (e.g., albumin, hemoglobin).30 Consequently, the slower phase may indicate cumulative exposure to the respective diisocyanate.40, 41, 43 Only laboratory studies have been conducted, and only the rapid elimination phase has been investigated for HDA. Brorson et al.38 calculated the half‐life as 1.5 h with orally administered HDA. Brorson et al.36 calculated a half‐life of 1.2 h, and Tinnerberg et al.39 calculated 2.5 h for subjects exposed to HDI in a test chamber in which both dermal and inhalation exposure occurred. Liu et al.37 calculated a half‐life of 2.8 h with subjects exposed to HDI biuret through a mouth piece such that no dermal exposure occurred. Further, in these studies, the total amount of HDA excreted was calculated as 1 to 6% of the orally administered dose38 and 11 to 21% of estimated inhaled HDI dose.36 In all cases, the elimination of HDA in the urine is described as 
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rapid, and urine HDA levels returned to pre‐exposure levels within a day of exposure.36‐
39  In comparison, TDA half‐lives for the faster phase have been calculated as 1.9 h for 2,4‐TDA and 1.6 h for 2,6‐TDA44 and 5 h for 2,4‐TDA, and 2.5 h for 2,6‐TDA41 in test chamber studies and 5.3 and 6.2 h for 2,4‐TDA and 8.4 and 7.4 h for 2,6‐TDA in a field study.40 Following the initial rapid elimination, both 2,4‐TDA and 2,6‐TDA appeared also to be excreted slowly in the urine.40, 41, 45 The median for the slow phase elimination was calculated as 18 d for 2,4‐TDA and 19 d for 2,6‐TDA.40 Similar to HDA, the cumulated amount of TDA excreted in urine was 8‐14% of the 2,4‐TDI dose and 14‐18% of the 2,6‐TDI dose44 and 15‐19% of the 2,4‐TDI dose and 17‐23% of the 2,6‐TDI dose41 in two different laboratory studies. Several researchers have investigated the correlation between diisocyanate exposure and the respective urine amine level. In a test chamber study, with subjects exposed to the HDI biuret aerosol, HDA measured immediately post‐exposure showed a positive correlation with a time‐weighted average (TWA) exposure, Pearson’s correlation coefficient rp=0.45 (p=0.14). Absolute change from baseline to immediately post exposure was also positively correlated rp=0.47 (p=0.14).37 Maitre et al.46 studied 19 individuals working in HDI production or manufacturing. Exposure for an 8‐hr work shift was determined using personal air sampling. The urinary HDA was linearly correlated to the air HDI concentration after common log‐transformation of both the HDI and HDA with r=0.6981 (p=0.001).46 Interestingly, Pronk et al.47 detected HDA (Limit of Detection, LOD= 3.0 µg/l) in urine of 25% of spray painters, 50% welders, 50% bystanders, and 25% of other workers who were either office or other workers 
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who did not work with paint or weld, but observed no obvious differences in urine levels between these different groups of workers. Similarly to HDA, in a TDI test chamber exposure study, a correlation was found between cumulative 2,4‐TDA and 2,6‐TDA excretion and exposure to 2,4‐TDI (r=0.985) and 2,6‐TDI (r=0.993).41 In a field study, Sennbro et al.48 obtained one pooled urine sample per worker by collecting urine during the last four hours of work shift on the day of air monitoring and observed strong association between total TDI, 2,4‐TDI and 2,6‐TDI, and total TDA (rp=0.87 and Spearman’s rank=0.75).48 The slow‐phase elimination of TDA may explain the number of pre‐exposure urine samples with detectable levels of TDA obtained in the field studies. Tinnerberg et 
al.45 found, for all workers studied, considerable concentrations of TDA in hydrolyzed urine even on a Monday morning before the study period. Rosenberg et al.49 found TDA in Monday morning urine samples that ranged from ND to 0.79 nmol/mmol creatinine (mean 0.27), weekday morning levels ranged from ND to 0.61 (mean 0.19 and 0.26 on the two different days), and end of day levels ranged from ND to 0.76 (mean 0.32 and 0.23).49  Evidence for a slow‐phase elimination of HDA is has also been indicated. Liu et 
al.37 noted that 21 of 23 subjects had detectable HDA levels before exposure tests in laboratory but did not state when the tests were conducted relative to the workweek. Pronk et al.47 reported that six out of 38 auto‐body repair workers had detectable levels of HDA in urine before 8 am, and although it was not stated in the article, 8 am appeared to be the start of the workday. Further, two out of eight workers that painted 
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on the day before and four out of 29 workers that did not paint on the preceding day had detectable HDA levels before 8 am.47  The relationship between MDI and its biomarker MDA have also been studied. The urinary MDA half‐lives for four workers were calculated as 82, 73, 59, and 61 h in one study42 while the mean and median MDA half‐lives were about 15 and 10 h in another field study.50 Further, Robert et al.50 observed that 20% of pre‐shift samples had higher MDA levels than the corresponding post‐shift samples. The pre‐shift results with a mean level of 0.70 µg/l were significantly higher than in the unexposed control groups suggesting that MDA was not completely eliminated before the following work shift. However, no significant day‐to‐day accumulation was observed in 23 workers from the three factories followed on five consecutive workdays.50 Robert et al.50 observed significantly higher post‐shift MDA levels than the following pre‐shift levels and significantly higher post‐shift and pre‐shift levels were in the exposed workers than controls. However, no relation was found between the quantity of MDI handled or percentage of MDI monomer in hardener and MDA measured in the urine. 50 Conversely, Sabbioni et al.51 observed correlation between MDI exposure and urinary MDA levels. They analyzed urine without using hydrolysis for MDA and N‐acetyl‐4,4’‐MDA (AcMDA) and with acid hydrolysis for the total amount of MDA and AcMDA (MDA‐tot). They observed that MDA‐tot correlated with MDA and AcMDA (r=0.79 and 0.86, respectively). Urine MDA levels significantly increased in workers who were sampled before exposure and after 4‐7 months exposure. MDA median levels were MDA‐tot 1.34 nmol/l, MDA 0.023, and AcMDA 0.378.51 
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The quantitative relationship between dermal exposure to diisocyanates and urine amine levels has not been examined. Robert et al.50 briefly investigated dermal exposure in one factory and noted that the application of freshly made polyurethane adhesive on textiles could not be carried out using gloves; the degree of polymerization was tested with bare hands or finger tips. The evident skin contamination was highlighted by a very significant difference with the other factories, and the average urine MDA level in the seven recruited workers reached 8 µg/l.50 It is unknown what other factors may affect the elimination of amines in urine. Brorson et al.36 observed that subjects classified as slow‐acetylators excreted more of the inhaled HDI dose than subjects classified as rapid‐acetylators, while they38 observed the opposite with orally administered HDA. However, this difference may be due to route and type of exposure. Liu et al.37 observed considerable variability between HDI biuret exposure and urine HDA levels that was attributable to subjects over 32‐years of age having significantly higher pre‐exposure HDA levels but not post‐exposure levels than younger subjects. In addition, they observed higher HDA levels both at pre‐exposure and immediately post‐exposure in non‐smokers compared to smokers, but the difference was statistically significant for pre‐exposure levels only. Job category, age, and years working in the automotive spray‐painting industry did not affect the variability in urine HDA levels in their study. Considerable lack of knowledge exists on the short‐ and long‐term half‐lives of diisocyanate derived amines. Also, previous studies have focused solely on the relationship between the biomarker and inhalation exposure disregarding the role of dermal exposure. Research is warranted to understand the quantitative relationship 
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between the biomarker (i.e., HDA) and exposure to HDI in terms of route of exposure, elimination kinetics, and individual and workplace factors that can affect this relationship. 
1.5  NORMALIZATION OF URINARY BIOMARKERS The concentration of both endogenous and exogenous compounds in a urine sample can vary due to the person’s hydration level and, thus, the amount of water in the urine sample. In most studies of HDA and other amines from diisocyanates, the urinary levels are normalized per gram of creatinine.36, 37, 46, 49 Creatinine, an organic cation, is an endogenous substance, which is formed from muscle creatine. Its blood concentration changes little during a 24 h period.52 However, creatinine is affected by a person’s muscle mass more so than specific gravity, another measurement that can be used to normalize urine measurements.  In order to determine if a urinary biomarker can be normalized for hydration status using creatinine concentration or any another method, urine formation must be first understood. Urine formation starts with filtration of plasma through the glomerular capillaries into Bowman’s capsule to form the glomerular filtrate. The fluid within Bowman’s capsule is essentially free of protein, and most crystalloids (nonprotein constituents) in the fluid are in the same concentrations as in the plasma. Any crystalloid that is partially bound to protein will have a lower concentration in Bowman’s capsule than in the plasma since the protein‐bound compound will not filter out of the capillary. Thus, the concentration in the capsule will equal the plasma concentration not bound to protein. Molecules with molecular weights of less than 7000 
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g/mol, which includes both creatinine and HDA, can freely move across the glomerular membrane.52 Molecules that constitute the glomerular capillary wall are almost all negatively charged glycoproteins, and thus, the movement of negatively charged macromolecules are restricted more than positively charged ones.53 Creatinine is a cation, and HDA, like almost all amines, also forms a cation in the blood. Thus, neither creatinine or amines would not be hindered by this electrostatic barrier.  The filtrate’s composition is altered as it flows through the tubule through reabsorption and secretion processes. The body conserves substances that are essential to normal function such as water, glucose, amino acids, and electrolytes through tubular reabsorption. These substances move out of the tubular lumen into the peritubular interstitial fluid and back into the blood. The reverse process of secretion transports substances from peritubular blood into the tubular lumen. Secretion is used by the body as a supplement to glomerular filtration and hepatic metabolism to eliminate compounds that cannot be disposed of by filtration or metabolism alone. As such, secreted substances are generally exogenous; not metabolized; metabolized slowly, incompletely, or with difficulty; and/or bound to proteins and thus not filtered easily. Some endogenous substances such as creatinine are also secreted.53  Secretion begins with simple diffusion out of peritubular capillaries into interstitial fluid, then diffusion across tight junctions to lumen with simple diffusion or active transport across the basolateral and luminal membrane. Substances bound to proteins can also undergo secretion. Non‐bound molecules of substances that are also bound to proteins are in equilibrium with each other. As non‐bound molecules diffuse out of the capillary, others separate from plasma proteins to become a non‐bound 
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molecule. This can occur rapidly, so in cases where there is a secretory system for a substance, which can exist in a form bound to protein, almost all of the substance originally bound to the protein can still undergo secretion. The secretion of all the protein‐bound substance can often occur during a single passage of blood through the kidneys. There exist several low‐specificity secretory systems for organic anions and cations that can cause this to happen.52 Substances are also reabsorbed through similar processes. In general, any transported substance will have bidirectional flux since the epithelium is not completely impermeable to crystalloids. A pump‐leak system is formed where the active “pump” in one direction creates a diffusion gradient, the “leak”, which opposes the pump by favoring back‐diffusion. The net flux will be in the direction of the pump. The leak component is a very important determinant of the maximal concentration gradient that can be established across the epithelial layer. The more permeable the epithelium is to a substance, the more difficult it will be for the secretory mechanisms (the “pump”) to increase the luminal concentration of the substance above interstitial‐fluid concentration of the substance. For most mineral ions and many organic molecules, the major route for passive diffusion (“leak”) is not transcellular, or crossing both luminal and basolateral membranes but rather paracellular, or crossing the junctional complexes between cells. Various epithelia are classified as leaky or tight depending on relative permeability; proximal tubules are leaky, and distal and collecting tubules are tight. Leaky epithelia do not achieve large ionic concentrations gradients but tight epithelia can.52 
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The proximal tubules possess an active‐transport system for organic cations. It is relatively nonspecific as it transports a large number of foreign and endogenously occurring substances that compete with each other for transport, and it manifests a maximal tubular transport capacity limitation. Some organic cations are not only actively secreted by the proximal tubules but may undergo other forms of tubular handling, mainly passive reabsorption or secretion, depending upon several conditions, the most important being pH of the urine. Many weak acids undergo net tubular secretion when the urine is highly alkaline but undergo net tubular reabsorption when it is acidic. The opposite pattern is seen for many weak organic bases.52  Creatinine is actively secreted by the proximal tubule.52 Based on HDA’s size, it should also be actively secreted by the proximal tubule. Clearance of a substance is defined as the volume of plasma from which the substance is completely cleared by kidneys per unit time, and every substance has its own distinct clearance value.52 The difference between the clearance value of HDA and creatinine is most likely dependent on the difference between how quickly the two are actively secreted by the proximal tubules. Creatinine is freely filterable through the glomerular capillaries into Bowman’s capsule, but only the HDA, which is not bound to proteins, will be filterable into the Bowman’s capsule. HDA is found bound to albumin and to a lesser extent to hemoglobin in the plasma.30 Thus, protein bound HDA would be dependent on active secretion to be excreted into urine. It is possible that genetics may play a role in differences between individuals as to how fast they can excrete exogenous substances such as HDA. Otsuka 
et al.54 recently found evidence that the gene MATE1, which is predominantly expressed 
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in the kidney and liver, is responsible for the final step of excretion of organic cations through exchange of protons.  Creatinine is often used to normalize urinary biomarker levels because it is an endogenous substance believed to be released into the blood at a fairly constant rate based on a person’s muscle mass, and it is mainly filtered, with only a small portion of it secreted. Greenberg and Levine55 found that creatinine elimination is not constant but, in fact, the elimination rate depends on urine flow and even within a single individual undergoing varying states of hydration. They collected the entire urinary volume of each void in separate containers over a three‐day period from seventeen manufacturing plant workers and three researchers. Significant associations (P<0.0001) between rates of creatinine excretion and urinary flow were observed using multivariate analyses. Spontaneously varying urinary flow rates explained 21% of the variation within subject creatinine excretion rates. They also tested the relationship between creatinine excretion and urinary flow using linear and logarithmic model as well as different weighting factors for the regression. Significance was retained for each analysis. They proposed fluctuations in renal blood flow and variations in tubular creatinine handling as the most likely explanations for the unstable creatinine elimination rates. They also stated that these might occur as a result of hydration status changes, cardiac output from exercise or stress, or even posture.55 Others have observed similar results with regards to the unstable creatinine excretion.56, 57 Heavner et al.58 studied creatinine and specific gravity normalization techniques for urinary xenobiotic biomarkers of tobacco exposure. They found that specific gravity and creatinine normalized concentrations exhibited lower variability 
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than the unnormalized concentrations. However, creatinine normalized concentrations had the highest between subject variability among normalization techniques that they evaluated. Thus, creatinine normalization has the potential for misestimating xenobiotic concentration relative to creatinine concentration due to potentially different excretion‐rate and urine‐flow relationships.58 In contrast, Carrieri et al.59 observed that there was a good correlation between creatinine and specific gravity and that neither demonstrated significant intra‐ or inter‐day variations with both reflecting the same extent of dilution of urine samples. They did find, however, that men showed higher values of creatinine and specific gravity than women and that creatinine, but not specific gravity, was significantly lower in subjects older than 50 years.59 Similarly, Suwazono et al.60 observed that creatinine concentration was significantly influenced by age, gender, and body size, most likely reflecting the difference in muscle mass. They also found that meat intake influenced urinary creatinine excretion. Nerrmell et al.61 also reported that creatinine concentration, but not specific gravity, was affected by age, gender, and body size. A study by Newman et al.62 found that 24 h creatinine excretion showed greater variability than the urine volume, which showed greater variability than the specific gravity. However, they found that creatinine concentration helped to correct for exercise‐induced proteinuria (i.e., excess protein in the urine).62  Barr et al.63 reported that age group, sex, race/ethnicity, body mass index, and fat‐free mass are all significant predictors of urinary creatinine concentration. They also found that the time of day that a urine sample was collected had a small but statistically significant effect on the urinary creatinine concentration. Thus, they proposed that a better way to account for the hydration status of the subject and the range of normal 
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creatinine concentrations is to separate the urinary chemical concentration from the urinary creatinine concentration. With the method, models that compare exposure to urinary biomarker concentration would include urinary creatinine concentration as a separate independent variable. Thus, urinary chemical concentration as well as the covariates in the model will be adjusted for the urinary creatinine concentration. This alleviates the problem of an exposure variable or another independent variable appearing to be related to the creatinine‐corrected chemical urinary concentration when, in fact, the independent variable is only related to the creatinine not the chemical urinary concentration.63 Another reason that creatinine is used frequently for normalization, is that it is assumed that once creatine is transformed into creatinine, it does not undergo the reverse reaction. However, in aqueous fluids a pH dependent equilibrium exists between creatine and creatinine. The transformation of creatine into creatinine in the presence of mineral acids is practically irreversible. The equilibrium is displaced by acids in favor of the stronger, more completely ionized base, creatinine. Until pH drops below four, this equilibrium shift will be slow. This explains the observation that a partial change of creatinine to creatine may take place in distinctly acidic urine. It remains unclear if urine measurements of HDA should be normalized, and, if so, what form of normalization should be used. It is difficult and often impractical to collect all urine samples and to record urinary void volumes for 24 h in an occupational field study. Ensuring that every void is collected entirely can be difficult even when the researcher is at the workplace the entire day. Therefore spot urine collection is much more practical for field work. However, spot urine collection can give misleading results 
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due to the varying hydration status of the subjects. Thus, a normalization technique may be needed depending on the biomarker of interest. Any normalization technique that is used should account for the hydration level of the subject but also should use relatively easy to obtain measurements such as creatinine concentration or specific gravity. Since creatinine concentration is more affected by age and gender than specific gravity, adjustment with specific gravity may be more appropriate in the populations with large differences in muscle mass and meat intake. 
1.6  STUDY OBJECTIVES AND SPECIFIC AIMS Although a positive‐correlation between inhalation exposure to HDI and urine HDA levels has been established, there are still many uncertainties in the factors that govern this relationship. This relationship has been established in laboratory studies, and only limited studies have been performed in an occupational setting. Further, a relationship between dermal HDI‐exposure and urine HDA levels has not been established. Also the half‐life of urine HDA has not been established in an occupational field study, nor have the factors that may affect HDA elimination been established. I sought to establish a quantitative and time‐dependent relationship between inhalation and dermal exposure to HDI and urine HDA levels in an occupational setting and, thus, to determine the usefulness of urine HDA as a biomarker of HDI exposure. To accomplish our goal, we collected data in a repeated exposure assessment survey for task‐based inhalation and dermal exposure to HDI in 48 automotive spray‐painters in North Carolina and Washington state. Further, once these relationships were 
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established, I aimed to determine what individual and workplace factors affected these relationships. My specific aims were: 1. Establish a quantitative and time‐dependent relationship between dermal and inhalation exposure to HDI and HDA levels in urine. 2. Determine whether creatinine concentration or specific gravity in a spot urine sample best describes the variability of the urine water content in our study population and how the variability should be accounted for in exposure assessment. 3. Determine what individual and workplace factors affect the variability of urine HDA levels in this worker population.
 CHAPTER 2 
URINE 1,6­HEXAMETHYLENE DIAMINE (HDA) LEVELS AMONG WORKERS 
EXPOSED TO 1,6­HEXAMETHYLENE DIISOCYANATE (HDI) 
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2.1  ABSTRACT Urinary 1,6‐hexamethylene diamine (HDA) may serve as a biomarker for systemic exposure to 1,6‐hexamethylene diisocyanate (HDI) in occupationally exposed populations. However, the quantitative relationships between dermal and inhalation exposure to HDI and urine HDA levels have not been established. We measured acid‐hydrolyzed urine HDA levels along with dermal and breathing‐zone levels of HDI in 48 automotive spray‐painters. These measurements were conducted over the course of an entire workday for up to three separate workdays that were spaced approximately one month apart. One urine sample was collected before the start of work with HDI‐
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containing paints and subsequent samples were collected during the workday. HDA levels varied throughout the day and ranged from non‐detectable to 65.9 µg/l with a geometric mean and geometric standard deviation of 0.10 µg/l ± 6.68. Dermal exposure and inhalation exposure levels, adjusted for the type of respirator worn, were both significant predictors of urine HDA levels in the linear mixed models. Creatinine was a significant covariate when used as an independent variable along with dermal and respirator‐adjusted inhalation exposure.  Consequently, exposure assessment models must account for the water content of a urine sample. These findings indicate that HDA exhibits a biphasic elimination pattern, with a half‐life of 2.9 h for the fast elimination phase. Our results also indicate that urine HDA level is significantly associated with systemic HDI exposure through both the skin and the lungs.  We conclude that urinary HDA may be used as a biomarker of exposure to HDI, but biological monitoring should be tailored to reliably capture the intermittent exposure pattern typical in this industry. 
2.2  INTRODUCTION Painters in auto‐body shops are exposed to 1,6‐hexamethylene diisocyanate (HDI) through inhalation and skin contact during their work activities. After absorption into the body, HDI has been indicated, in vitro, to hydrolyze to 1,6‐hexamethylene diamine (HDA),29 additionally 4,4'‐methylenediphenyl diisocyanate (MDI) has been observed, in vivo, to hydrolyze to 4,4'‐methylenedianiline (MDA).30 Others have indicated that after diisocyanates are absorbed into the body, they may be acetylated or form protein adducts by conjugation with various macromolecules.30‐33 However, upon acid hydrolysis of a urine sample acetylated HDA and/or HDI‐protein adducts may be 
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broken down and released in the form of free HDA.29, 30, 34, 35 Consequently, HDA in hydrolyzed urine may serve as a biomarker of HDI exposure. A relationship between inhalation exposure to HDI and HDA levels in hydrolyzed urine has been indicated in humans36, 37, 46, 47 but information relating dermal exposure to HDI to HDA levels in urine is lacking. Significant correlations were observed between airborne toluene diisocyanate (TDI) levels and toluene diamine (TDA) concentrations in hydrolyzed urine,48, 64 whereas the association between airborne MDI levels and MDA concentrations in hydrolyzed plasma or urine were much weaker,65, 66 indicating the possible contribution of dermal uptake for MDI. Austin6 observed increased urinary TDA levels among workers who had direct skin contact with uncured TDI‐based foam compared to non‐handlers, even though both groups were exposed to similar airborne levels of TDI. Austin suggested that dermal absorption accounted for this large difference in TDA levels between the two groups but whether the dermal exposure was attributed to hydrolyzed diisocyanate (i.e., diamine) from contaminated surfaces or to the diisocyanate itself could not be discerned. In addition, amines were observed in the hydrolyzed urine of rats following dermal exposure to TDI.7 Although the mechanistic pathway is unknown, there is increasing toxicological and epidemiological evidence that dermal exposure to diisocyanates plays a role in the development of respiratory sensitization and occupational asthma.67 It is also noteworthy that HDI was detected on the hands and arms of spray painters who were wearing coveralls and gloves indicating penetration of HDI through the dermal protection.8 Thus, the current scientific evidence stresses the importance of investigating dermal exposure to HDI and its relationship with internal dose levels. 
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Previous research has led to conflicting estimates of the elimination rate of HDA in urine following inhalation exposure to HDI in humans.36, 37, 39 The elimination rate of amines formed from the respective diisocyanate parent compounds (e.g., HDI, TDI, or MDI) appears to be biphasic, which translates to a fast and a slow‐phase elimination.39‐
41, 43 The fast elimination phase likely reflects direct clearance from the plasma, and correlates to relatively recent, within a day, exposure.36, 37, 39, 42‐44 The slower phase appears to reflect urinary elimination of degradation products of diisocyanate‐adducted blood proteins, e.g., albumin, hemoglobin.30 Consequently, this slower phase may indicate cumulative exposure to the respective diisocyanate.40, 41, 43 To date, published exposure assessment studies have focused on the fast elimination phase of HDA. Brorson et al.36 calculated the half‐life of 1.2 h for subjects exposed to HDI vapor in a test chamber. Tinnerberg et al.39 exposed human volunteers to HDI vapor in a test chamber and calculated the half‐life as 2.5 h. However, neither Brorson et al.36 nor Tinnerberg et al.39 controlled for dermal exposure to HDI vapor, which may have biased their results. Liu et al.37 calculated a half‐life of 2.8 h for subjects exposed to HDI biuret vapor containing a small percentage of HDI monomer through a mouth piece in such a manner that no dermal exposure occurred. To our knowledge, the half‐life of HDA resulting exclusively via dermal or inhalation only exposure to HDI has not been established. Determination of the HDA half‐life is critical for development of an effective biological monitoring and exposure assessment strategy for workers exposed to HDI as well as to establish a scientifically sound permissible exposure limit value for HDI exposure from both inhalation and dermal routes. 
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Using data collected in a repeated exposure assessment survey for task‐based inhalation and dermal exposure to HDI in 48 automotive spray‐painters in North Carolina and Washington state, we address the quantitative and time‐dependent relationship between dermal and inhalation exposure to HDI and HDA levels in acid‐hydrolyzed urine. While it is possible that polymeric forms of HDI could be hydrolyzed or conjugated to HDI/HDA containing species, which after acid hydrolysis of urine could form HDA, no studies have been published to confirm this. On the contrary, Liu et al.37 observed that the correlation between inhalation exposure to HDI biuret aerosol and HDA in urine was weak, indicating that HDA levels better reflect HDI monomer exposure rather than oligomers. 
2.3  MATERIALS AND METHODS 
2.3.1  STUDY POPULATION Spray painters in automotive repair shops who worked with HDI‐containing paints were recruited for this study in the Raleigh‐Durham area of North Carolina and the Puget Sound area of Washington State. The study population has been described previously.68 Briefly, eleven shops in North Carolina with a total of 15 workers and 25 shops in Washington with a total of 33 workers participated in the study. Two shops had three painters, eight shops had two painters, and the remaining shops had one participating painter per shop. Each exposed worker was monitored on up to three separate occasions over a 9‐ to 12‐month period. Due to attrition, six subjects were monitored once and 15 subjects were monitored twice. All subjects were male and 
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ranged in age from 21 to 59 years, with an average age of 34. Thirty‐one subjects identified themselves as white, nine as Hispanic, four as African‐American, one as Asian, one as Native American, and two as mixed race. This study was approved by the Institutional Review Board in the Office of Human Research Ethics at the University of North Carolina at Chapel Hill and by the Washington State Institutional Review Board at the Washington State Department of Social and Health Services. 
2.3.2  DERMAL AND BREATHING‐ZONE AIR SAMPLING Personal breathing‐zone sampling was used to estimate inhalation exposure to HDI during each paint task, and dermal exposure to HDI was assessed using the tape‐strip method previously developed in our laboratory.28 The collection and analysis of the tape‐strip samples and breathing‐zone sampling has been described.8, 68 Briefly, on each sampling visit to an auto‐body shop, breathing‐zone samples were collected during each clear‐coat painting task, and dermal tape‐strip samples were collected immediately following each task. Tape‐strip samples were most commonly taken on the hands and arms, even when the painter wore coveralls and/or gloves during the paint task. The painter was observed during the paint tasks to note the duration of exposure and the type of personal protective equipment worn. The breathing‐zone  concentrations, as described in Fent et al.,68 were adjusted over the painting time to provide a time‐weighted average for each task. For the analyses presented here, the reported breathing‐zone concentrations were multiplied by the total exposure time to obtain the total inhalation exposure; heron referred to as breathing‐zone concentration (BZC). The Assigned Protection Factor (APF) designated by the Occupational Safety and 
  
 29 
 
Health Administration69 was recorded for each respirator type worn by a worker as follows: none, APF = 1; air purifying (half‐face), APF = 10; air‐purifying (full‐face), APF = 50; supplied air (full‐face or hood), APF = 1000; PAPR (full‐face or hood), APF = 1000. The APF was used to adjust the BZC in order to account for the respiratory protection afforded by the painters’ respirators. 
2.3.3  URINE SAMPLING During each sampling visit to an auto‐body shop, one spot urine sample was obtained from each participating painter before the start of work with HDI‐containing paints. During the workday, spot urine samples were obtained from the worker each time he urinated. At a minimum, one pre‐exposure sample and one end‐of‐day sample were collected. Urine was collected in sterile, polypropylene, urine‐collection cups (100 ml; SAMCO Bio‐Tite, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). After collection, urine was stored in a cooler (4°C) for shipment to the laboratory. Upon arrival, urine samples were transferred into 50 ml polypropylene tubes with flat top closures (Fisher Scientific brand, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) for storage at –40°C until analyzed for HDA and creatinine concentration. An average of 3.5 samples were obtained per worker per day. The maximum number of samples obtained from a worker on a single day was nine. Fifteen samples were obtained from five workers during the normal workday when they were not painting; these workers were employed at shops that had more than one painter.  
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2.3.4  HDA ANALYSIS Urinary HDA was analyzed using a modified version of the protocol developed by Rosenberg et al.49 Briefly, 10 µl of 150 µg/l 1,7‐diaminoheptane (HpDA), an internal standard, was added to 1 ml of urine before hydrolysis at 100°C for 4 h with 100 µl of concentrated sulfuric acid. The samples were neutralized with 4 ml of saturated sodium hydroxide (NaOH), mixed with 0.5 g sodium chloride (NaCl), and extracted three times with 2 ml of toluene. The samples were then derivatized with 20 µl heptafluorobutyric anhydride (HFBA) for 60 min at 55°C. After the samples cooled to room temperature, 1 M potassium phosphate buffer (pH = 7.0, 4 ml) was added to remove excess derivatizing agent. The organic layer was retained, and sodium sulfate was added to remove traces of water from the sample. The organic layer was transferred to a clean vial and dried using a TurboVap® LV Evaporator (Zymark Center, Hopkinton, MA) with a water bath heated to 55°C under a stream of N2 at 2 psi for the first 2 h, then pressure was increased to 5 psi for the last 1 ml to dry. The samples were reconstituted with 200 µl ethyl acetate, sonicated, and transferred to GC vial inserts. The samples were then dried to completion in a SpeedVac® (Savant Instruments Inc., Holbrook, New York) and reconstituted with 60 µl ethyl acetate. The samples were analyzed by gas‐chromatography mass‐spectrometry (GC‐MS; Thermo, Austin, TX) in negative chemical ionization mode with methane as reagent gas (1.8 ml/min). The GC‐MS was operated with the temperatures of the transfer line and ion source at 300°C and 150°C, respectively, in splitless injection mode (220°C, 1 µl injection volume, 30 sec) using helium as carrier gas (1.0 ml/min) with the following column temperature program: 50°C for 1 min, increase at 10°C/min to 155°C, increase at 5°C/min to 185°C, increase 
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at 25°C/min to 290°C, and hold at 290°C for 10 min. The HDA and HpDA were quantitated by selective ion monitoring with (HDA at m/z 448 and HpDA at m/z 462). Standard curves were prepared by spiking pooled urine from four unexposed individuals with HDA. The standard curves consisted of a reagent blank (no HDA or HpDA), a negative control (HpDA but no HDA), and nine different HDA concentrations (0.08, 0.39, 0.78, 1.56, 3.13. 6.25, 9.00, 12.5, and 20.0 µg/l) with HpDA (1.5 µg/l). Weighted linear regression was used to construct a standard curve using the HDA/HpDA ratio.70 Different weighting factors (w = x–0.5, x–1, x–2, y–0.5, y–1, y–2, y–1.5; where x = HDA/HpDA instrument response ratio, y = HDA concentration) were evaluated to fit standard curves. The weighting factor that yielded the smallest sum of absolute relative error as a percentage of the nominal concentration was used to fit the standard curve.70 The standard curve was linear from 0 to 20 µg/l (w = y–2, R2 = 0.98). The method detection limit (MDL) of 0.04 µg/l was calculated using the procedure established by U.S. EPA.71 
2.3.5  CREATININE ANALYSIS The creatinine concentration in the urine was determined using the Creatinine Companion assay kit (Exocell, Inc., Philadelphia, PA).72, 73 This method is based on the Jaffe reaction of alkaline picrate with creatinine to form a red Janozski complex. Prior to analysis, samples were diluted in distilled water (1:20), and 20 µl of the diluted samples were aliquoted, in duplicate, into a 96‐well microtiter plate along with creatinine standards of 1, 3, and 10 mg/dl, in duplicate. Two ml of 1 N NaOH was added to alkaline picrate reagent, and 100 µl of the solution was added to each well. The plate was 
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incubated at room temperature for 10 min, and the absorbance determined at 500 nm (Emax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A 100 µl aliquot of the acid reagent provided with the kit was then added to each well, and the absorbance at 500 nm determined after a 5‐min incubation at room temperature. The difference between the two absorbance values was recorded for each well. A standard curve was calculated based on the standards and their responses. Unknown samples were evaluated by comparing their responses to the standard curve. 
2.3.6  STATISTICAL ANALYSIS The data were analyzed using SAS statistical software (SAS 9.1; SAS Institute Cary, NC) and R software (The R Foundation). Due to the relatively high percentage of non‐detectable levels of HDA in the urine samples (38%) as well as HDI in the breathing‐zone air (9%) and dermal tape‐strip (63%) samples, multiple imputation was used to impute data below the detection limits. For each observation with a non‐detectable level, ten values were imputed. We applied logarithmic transformation to all exposure variables to make them normally distributed before imputation. We imputed from truncated multivariate normal distributions with an upper truncation at the logarithmic transformed limit of detection for HDI or MDL for HDA. Several authors, including Lubin et al.,74 have considered imputation from truncated normal distributions. Our use of a multivariate version of these methods allowed us to control for within‐subject correlations (e.g. samples taken). After imputation, all the data were transformed back to their original scale to allow for additional computations. The results of the statistical analyses (PROC MIXED) of the 10 imputed datasets were 
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combined with PROC MIANALYZE to obtain valid estimates and statistical inferences. Averages were computed where PROC MIANALYZE could not be used (i.e., fit statistics). Data from urine samples obtained after HDI exposure were used in the exposure modeling using mixed effects linear regression analyses. The urine samples collected before the first exposure that occurred on that day were included in descriptive statistics but excluded from the exposure modeling. The urine samples collected from workers on days when they did not paint were also excluded from the exposure modeling but included in descriptive statistics. Each post‐exposure urine sample was used as a unique observation in the exposure modeling. Prior to statistical analysis, urine HDA levels were log‐transformed to satisfy normality assumptions (Shapiro Wilks W > 0.85). Although creatinine levels were approximately normally distributed (W = 0.89), log‐transformation of these data improved the normality (W = 0.96). Consequently, when testing creatinine as an independent variable, as opposed to normalization, log‐transformed creatinine levels were used in the linear mixed models.63 Dermal exposure level and BZC were used in the analyses separately or jointly to investigate whether both exposure routes contributed to urine HDA levels. Inhalation exposure was examined in using two methods: (1) the measured BZCs were used as such to indicate inhalation exposure and (2) BZCs were adjusted based on the APF in order to investigate the potential effect of respiratory protection on urine HDA levels. The exposure variables were evaluated for potential collinearity by examining the Spearman correlation coefﬁcients among the pairs of variables. None of the variables exceeded our criterion for high correlation (i.e. r>0.70). 
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We used multiple linear mixed effects modeling (PROC MIXED) in order to account for the repeated measurements study design and, thus, to obtain both inter‐ and intra‐person variance estimates. The basic multiple linear mixed effects model used was 
Yij = β0 + β1X1ij + β2X2ij + β3X3ij + αi + εij,,  (1) where Yij represents the natural logarithm of the urine HDA level (the jth measurement obtained for the ith worker), X1ij represents the natural logarithm of the measured BZC unadjusted or adjusted for the respirator APF, X2ij represents the natural logarithm of the measured dermal exposure, X3ij represents the natural logarithm of the creatinine concentration in the urine sample, and αi and εij represent the random effects associated with worker (αi for i = 1,2,...,48 workers) and an error term (εij for j = 1,2,…,16 measurements per worker). Models were constructed using standard regression techniques, and model fit was examined with regression diagnostics such as residual analysis. The statistical significance was evaluated at α level of 0.10. Using this model, we assumed that αi and εij are mutually independent and normally distributed with means of zero and respective variances σ2B and σ2W representing the between and within‐worker variance components, where total variance σ2Y = σ2B + σ2W.  It is also assumed that Yij is normally distributed with mean µy = β0 + β1X1ij + β2X2ij and variance σ2Y.  Compound symmetry was used for the covariance structure. The model was analyzed for either cumulative or effective exposure. The cumulative dermal, BZC, and APF‐adjusted BZC (BZC‐APF) exposure levels were calculated by summing all the respective exposure levels that occurred before a urine 
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sample was obtained. Thus for the cumulative exposure model, the exposure variables were calculated by 
€ 
Xij = ln Ct
o
T
∑ if t < T( )
 
 
 
 
 
   (2) 
where Ct is the concentration at time t of the measured dermal, BZC, or BZC‐APF level, T is the time of the urine sample collection, and t is the midpoint of exposure period. The exposure period is the duration of the total task, which reflected the time the air‐sampling pump was operating. Workers’ exposure during this period was likely intermittent because, in general, the painter would mix paints, enter the booth, apply the first coat, leave the booth, wait for the first coat to dry, and then reenter the booth to apply additional coats. Thus, for the purpose of the exposure models, the entire time the pump was operating is referred to as “exposure period” even though the painter may have not been directly exposed to HDI during the entire time. The effective exposure was calculated based on the time‐decay formula 
€ 
C(t) = C0e−λt   (3) where C0 is the initial concentration at t = 0 and λ is the decay constant. The decay constant is given by rearranging as 
t1/2 = (ln 2)/λ  (4) The effective exposure was then calculated by 
€ 
Xij = ln Ct
o
T
∑ e−λ T− t( ) if t < T( )
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We used two published half‐lives of urinary HDA, 1.2 h and 2.8 h,36, 37 to estimate a decay constant of 0.01 (70 min) and 0.004 (174 min) under these conditions and 
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sampling periods. Thus, three types of models were constructed: (A) cumulative exposure, (B) effective exposure with a half‐life of 70 min, and (C) an effective exposure with a half‐life of 174 min (see Tables 2 and 3). In addition, we used multiple linear mixed effects models to investigate the effect of dermal and inhalation exposure on urine HDA levels when (i) creatinine level was used as an independent variable in the model63 and when (ii) urine HDA level was normalized with creatinine concentration in the urine sample. The general form of model (ii) was 
Yij = β0 + β1X1ij + β2X2ij +αi + εij,  (6) where Yij represents the natural logarithm of the urine HDA level normalized with creatinine concentration. In summary, six sets of models were generated: one cumulative exposure model and two effective exposure models where creatinine level was used as an independent variable (models A – C; Table 2) and where HDA level was normalized by creatinine concentration in urine (models A – C; Table 3). Within these six sets of models, five submodels were built: (1) BZC, (2) BZC‐APF, or (3) dermal levels as single exposure variables in a model and (4) dermal and BZC levels or (5) dermal and BZC‐APF levels as two exposure variables in a model to determine the significance of these predictors in any given model. In addition, we used a marginal R2 statistic proposed by Vonesh and Chinchilli75 to assess the goodness‐of‐fit of fixed effects in our linear mixed models. Several R2 statistics have been proposed for assessing the goodness‐of‐fit of fixed effects for linear mixed models.76, 77 However, marginal R2 statistics are more appropriate than 
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conditional R2 statistics for estimating explained variability from fixed effects as marginal R2 statistics do not use random effects in the computation of predicted means that lead to residuals.76 Orelien and Edwards76 found this statistic to perform extremely well at differentiating between full and reduced models and not diverging when models were over‐fitted. 
2.4  RESULTS HDA levels ranged from non‐detectable (158 samples of 417 analyzed) to 65.9 
µg/l with an arithmetic mean and standard deviation (SD) of 0.54 µg/l and 3.32, respectively (Table 2.1). The maximum HDA level of 65.9 µg/l was six‐fold higher than the next highest level of 10.1 µg/l. The geometric mean and geometric standard deviation (GSD) were 0.10 µg/l and 6.68, respectively. Creatinine concentrations ranged from 0.094 to 8.31 g/l with an arithmetic mean of 1.54 g/l (SD = 0.97) and a geometric mean of 1.26 g/l (GSD = 2.01). The HDA levels normalized with creatinine concentration ranged from 0 to 21.6 µg/g creatinine with a arithmetic mean of 0.003 
µg/g (SD = 0.012). 
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Table 2.1.  Summary of the automotive spray‐painters exposure to HDI and their urine HDA and creatinine levels. 
  N  No. Detectsb  GMc  GSDd  Range HDI dermal (ng/m2)  276  101  38.3  7.95  <LOD – 121,000 HDI BZC (ng)  272  250  29.4  6.39  <LOD – 1,480 HDI BZC‐APF (ng)  272  250  0.25  12.4  <LOD – 148 HDA (µg/l)  417  259  0.10  6.68  <MDL – 65.9 HDA 1st of day (µg/l)  120  67  0.08  6.71  <MDL – 7.75 HDA 1st of Monday (µg/l)  19  7  0.04  5.07  <MDL – 0.51 Creatinine (g/l)  417  417  1.26  2.01  0.09 – 8.32 N = Number of measurements LOD = Limit of detection, 1.68 ng per tape strip or air filter. BZC refers to the mass of HDI collected on the air filter during the exposure period. MDL = Method detection limit, 0.04 µg/l for urine HDA a Number of detectable values b Geometric mean c Geometric standard deviation   Of the 120 worker‐day sample sets, 67 had detectable HDA in the first urine sample of the day (arithmetic mean = 0.34 µg/l, SD = 0.82). Seven of these occurred on Monday morning (arithmetic mean = 0.12 µg/l, SD = 0.16). HDI exposure was known to have occurred before the first urine sample was collected in only three of the 67 cases. In 43 of the 120 worker‐day urine sample sets, the first sample of the day had a higher HDA level (without creatinine normalization) than the last sample of the day. Contrary to our expectations, when HDA levels were examined against collection time for individual subjects, we discovered that HDA levels did not always steadily increase with exposure and time. Figures 2.1 and 2.2 are examples of the variation of HDA levels without creatinine normalization during a workday. HDA levels normalized with 
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Figure 2.1.  Level of HDA in urine samples from a painter in Washington state throughout the workday on visit 1 (), visit 2 (), and visit 3 ().  creatinine concentration showed similar variation (data not shown). No HDA was detected in any of the urine samples collected from three of the five workers who were not painting on the day of sampling. One worker had detectable HDA levels (1.43 and 1.04 µg/l) in both of his urine samples from that day. Another worker had detectable HDA levels in all five of his urine samples from that day, ranging from 0.06 to 0.40 µg/l (Figure 2.2, visit 1). The highest HDA level occurred in the first sample of the day at 9:25 am, and the levels steadily decreased during the day to the lowest  
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Figure 2.2.  Level of HDA in urine samples from painter in Washington state throughout the workday on visit 1 (), visit 2 (), and visit 3 (). Worker did not paint on visit 1.  level of 0.06 µg/l at 2:02 pm. The final sample of the day taken at 4:39 pm had a level of 0.11 µg/l. 
 
Mixed Effects Models The results of the linear mixed effects models with creatinine as an independent variable and creatinine‐normalized HDA levels are provided in Table 2.2 and 2.3, respectively. Model A‐2 relating BZC‐APF to creatinine‐normalized HDA is represented graphically in Figure 2.3.  
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Table 2.2.   Summary of (A) cumulative and (B – C) effective linear mixed effects models with creatinine as an independent variable and with estimated HDA half‐lives (T1/2) of 70 or 174 min for predicting natural log‐transformed urine HDA levels in automotive spray‐painters exposed to HDI. 
Exposure Model 
Exposure 
variable 
Estimate 
Standard 
Error 
p­value  AIC  R2 A. Cumulative  1  lnBZC   0.157  0.069  0.022  1037  0.23       lncreatinine  1.254  0.168  <0.0001          2  lnBZC‐APF  0.179  0.055  0.001  1032  0.26       lncreatinine  1.290  0.167  <0.0001          3  lndermal  0.151  0.058  0.010  1036  0.25       lncreatinine  1.256  0.168  <0.0001          4  lnBZC   0.076  0.086  0.381  1038  0.25       lndermal  0.113  0.074  0.124             lncreatinine  1.253  0.168  <0.0001          5  lnBZC‐APF  0.139  0.065  0.032  1035  0.28       lndermal  0.079  0.068  0.244             lncreatinine  1.281  0.167  <0.0001             worker var  0.930                   residual var  1.762             B. Effective  1  lnBZC   0.120  0.063  0.056  1039  0.22 T1/2 = 70 min     lncreatinine  1.270  0.168  <0.0001          2  lnBZC‐APF  0.148  0.051  0.004  1034  0.25       lncreatinine  1.303  0.168  <0.0001          3  lndermal  0.134  0.053  0.012  1037  0.24       lncreatinine  1.275  0.168  <0.0001          4  lnBZC   0.040  0.082  0.625  1039  0.24       lndermal  0.112  0.070  0.108             lncreatinine  1.275  0.168  <0.0001          5  lnBZC‐APF  0.109  0.062  0.081  1037  0.27       lndermal  0.072  0.064  0.266             lncreatinine  1.298  0.168  <0.0001             worker var  0.959                   residual var  1.769             C. Effective  1  lnBZC   0.150  0.069  0.031  1038  0.23 T1/2 = 2.9 h     lncreatinine  1.263  0.168  <0.0001          2  lnBZC‐APF  0.173  0.055  0.002  1033  0.26       lncreatinine  1.300  0.168  <0.0001          3  lndermal  0.151  0.058  0.009  1036  0.25       lncreatinine  1.267  0.168  <0.0001          4  lnBZC   0.068  0.086  0.431  1038  0.25       lndermal  0.118  0.072  0.103             lncreatinine  1.265  0.168  <0.0001          5  lnBZC‐APF  0.132  0.064  0.039  1035  0.28       lndermal  0.083  0.067  0.214             lncreatinine  1.293  0.167  <0.0001             worker var  0.930                   residual var  1.765             lnBZC = natural log‐transformed breathing zone concentration; lnBZC‐APF = natural log‐transformed respirator adjusted breathing‐zone concentration; lndermal = natural log‐transformed dermal exposure level; lncreatinine = natural log‐transformed creatinine concentration; AIC = Akaike’s Information Criterion; var = variance. 
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Table 2.3.  Summary of (A) cumulative and (B – C) effective linear mixed effects models with estimated HDA half‐lives (T1/2) of 70 or 174 min for predicting natural log‐transformed urine HDA levels normalized with creatinine in automotive spray‐painters exposed to HDI. 
Exposure Model 
Exposure 
variable 
Estimate  Standard Error  p­value  AIC  R2 A. Cumulative  1  lnBZC   0.160  0.069  0.020  1039  0.05    2  lnBZC‐APF  0.172  0.056  0.002  1035  0.08    3  lndermal  0.153  0.058  0.009  1037  0.07    4  lnBZC   0.079  0.087  0.364  1039  0.07       lndermal  0.113  0.074  0.125          5  lnBZC‐APF  0.129  0.065  0.048  1036  0.10       lndermal  0.085  0.068  0.211             worker var  0.931                   residual var  1.783             B. Effective  1  lnBZC   0.118  0.063  0.061  1040  0.04 T1/2 = 70 min  2  lnBZC‐APF  0.139  0.051  0.007  1037  0.07    3  lndermal  0.131  0.053  0.013  1038  0.06    4  lnBZC   0.040  0.083  0.633  1041  0.06       lndermal  0.109  0.070  0.118          5  lnBZC‐APF  0.098  0.063  0.120  1039  0.08       lndermal  0.075  0.065  0.250             worker var  0.959                   residual var  1.793             C. Effective  1  lnBZC   0.150  0.069  0.031  1039  0.05 T1/2 = 2.9 h  2  lnBZC‐APF  0.164  0.055  0.003  1035  0.08    3  lndermal  0.150  0.058  0.009  1037  0.06    4  lnBZC   0.069  0.086  0.427  1040  0.07       lndermal  0.116  0.072  0.108          5  lnBZC‐APF  0.121  0.065  0.060  1037  0.10       lndermal  0.087  0.067  0.194             worker var  0.933                   residual var  1.788             lnBZC = natural log‐transformed breathing zone concentration; lnBZC‐APF = natural log‐transformed respirator adjusted breathing zone concentration; lndermal = natural log‐transformed dermal exposure; AIC = Akaike’s Information Criterion; var = variance.  The respective cumulative (A) and effective exposure (B – C) models with creatinine as an independent variable (Table 2.2) or creatinine‐normalized HDA levels (Table 2.3) yielded similar results. Creatinine concentration, when used as an independent variable, was always a highly significant variable (p < 0.0001) with parameter estimates ranging from 1.25 to 1.30 (Table 2.2).  
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Figure 2.3.  The relationship between natural log‐transformed BZC‐APF exposure and natural log‐transformed urine HDA levels adjusted for creatinine in samples collected from 48 spray painters exposed to HDI in North Carolina and Washington state. The line indicates the best‐fit linear regression (R2 = 0.10). (Note: Since multiple imputation creates ten different datasets, for this figure, all non‐detectable levels of urine HDA and BZC were assigned a value of the LOD/√2 instead of multiple imputation used for the models.)  The Akaike’s Information Criterion (AIC) is also provided for each model; a smaller AIC indicates a better fitting model. The respective models with creatinine as an independent variable or creatinine‐normalized HDA levels gave similar AICs. However, the marginal R2 for the models with creatinine as an independent variable were three to four‐fold higher (0.22 – 0.28) than the respective marginal R2 for the models with creatinine‐normalized HDA levels (0.04 – 0.10). 
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Dermal, BZC, and BZC‐APF estimates were all significant (p ≤ 0.06) when modeled as single exposure variables in the model (submodels 1 – 3; Tables 2.2 and 2.3). BZC‐APF estimates were more significant (p‐values 0.001 – 0.007) than BZC (p‐values 0.02 – 0.06) indicating that adjustment of BZC with APF provided a better fit for the model. Both dermal and BZC were insignificant predictors of urine HDA level when placed in the same model (p‐values ≥ 0.1; submodel 4; Tables 2.2 and 2.3). The models where BZC‐APF was the only exposure variable (submodel 2; Tables 2.2 and 2.3) had the lowest AIC, and the dermal (submodel 3; Tables 2.2 and 2.3) and BZC‐APF and dermal models (submodel 5; Tables 2.2 and 2.3) had the next lowest AIC. The models including both dermal and BZC‐APF provided the best overall model fit because these models had a low AIC and had the highest R2s. The AIC indicated that the models, which did not include the dermal exposure level, had the tightest fit with an AIC of 2 or 3 points lower than the models including dermal exposure level. However, the models that included the dermal exposure level provided the best goodness‐of‐fit for the fixed effects based on the R2‐value, an index of how well the model explains the dependent variable. The inter‐ and intra‐person variance estimates are provided for these models only (submodel 5; Table 2.2 and 2.3). Interestingly, the parameter estimates and p‐values for BZC‐APF, dermal, and creatinine were almost identical in the cumulative exposure (model A) and the 174 min half‐life model (model C; Table 2.2 and 2.3). However, dermal exposure was an insignificant predictor (p‐values ≥ 0.2) while BZC‐APF was always a significant predictor (p‐values ≤ 0.08) except in the effective exposure model B with creatinine‐normalized HDA levels (p‐value 0.12; Table 2.3). 
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We suspected that the insignificance of dermal exposure when modeled jointly with BZC‐APF may be due to the large number of non‐detectable levels of HDI in the dermal tape‐strip samples.  Therefore, we investigated these models with a subset of the subjects, who did not wear coveralls or gloves while painting and whose dermal exposure levels were above the LOD. This subset comprised of 12 individuals (23 worker‐days) and a total of 47 urine samples. Interestingly, in the cumulative exposure model, dermal exposure alone with creatinine concentration in the model was significant (p‐value 0.03; R2 = 0.37) while BZC‐APF was borderline significant (p‐value 0.10; R2 = 0.33).  However, when both dermal and BZC‐APF exposure along with creatinine concentration were included in the model (R2 = 0.37), neither dermal (p‐value 0.21) nor BZC‐APF (p‐value 0.71) exposure was significant. 
2.5  DISCUSSION We observed that both dermal and inhalation exposure were significant predictors of urine HDA levels when used as single exposure variables in the multiple linear regression analysis (Tables 2.2 and 2.3). However, when BZC‐APF and dermal exposure were considered in the same model, BZC‐APF was always a significant predictor while dermal exposure was insignificant. This may reflect the fact that 64% of the dermal samples collected were below the LOD compared to 9% of the BZC samples thereby allowing a more robust estimation of the model fit between BZC and urine HDA levels. On the contrary, in a subset of workers (n = 12) who did not wear gloves or coveralls and whose dermal exposure levels were above the LOD, neither BZC‐APF nor dermal exposure was significant when placed into the same model. However, a 
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significant relationship between dermal exposure and a borderline significant relationship between BZC‐APF and urine HDA levels were observed in the cumulative exposure model when modeled alone with creatinine concentration. When interpreting these results caution is warranted due to the limitations of the methods used to measure dermal and inhalation exposure. First, the method employed to calculate the exposure period may have slightly biased the inhalation exposure estimates. The total task period monitored reflected the duration of time the air‐sampling pump was operating and not the actual time worker was in contact with HDI‐containing paints. Second, estimation of the inhalation exposure from breathing‐zone concentrations by adjusting for respirator APF is challenging and does not account for improper fit and/or maintenance. Adjustment with APF provides reliable protection estimates only when a respiratory protection program is employed that includes proper training, fit testing, maintenance, and use requirements [as described in OSHA69]. Unfortunately, we did not have means to test the respiratory protection during this study, and it is unknown how rigorously the workers followed these requirements. However, our data indicated that adjustment of inhalation exposure level with the APF provided a better model fit than BZC without adjustment. The APF adjustment used assumes that all similar type respirators provide the same level of protection. For example, it is assumed that all half‐face cartridge‐type respirators reduce the BZC by a factor of ten. However, there may be considerable variation in the protection level of the individual respirators based on the mask fit, the cartridge change schedule, and even manufacturers. Therefore, the correlation between urine HDA level and inhalation exposure to HDI, adjusted by APF, should be confirmed in an investigation in which the 
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workers’ respiratory protection programs are evaluated. Third, the poor correlation between urine HDA level and dermal HDI exposure may be affected by rapid absorption of HDI through the stratum corneum and/or conjugation of HDI to macromolecules in the skin, and thus contributing to the large number of non‐detectable samples collected from the skin even though the tape‐strips were collected immediately after each paint task. Further investigation on the dermal absorption of HDI and binding to macromolecules in human skin are warranted to increase our understanding of the contribution of this exposure route to urine HDA levels and potential ill effects due to dermal exposure. All models in which creatinine concentration was accounted for as an independent variable along with inhalation and dermal exposure showed it to be a highly significant variable (p < 0.0001; Table 2.2). This indicates that the exposure models need to include creatinine concentration to account for the water content of urine. Further, the parameter estimates and p‐values of all variables were similar when un‐normalized models were compared to the normalized models (Table 2.2 and 2.3). If the creatinine concentration had a parameter estimate of 1 in the model, the model with creatinine as an independent variable would have been equivalent to the model with creatinine normalized HDA levels. However, the creatinine parameter estimates ranged from 1.25 to 1.30 in the un‐normalized models implying that normalization of urine HDA level with creatinine concentration may attenuate the external exposure biomarker relationship. The models with creatinine as an independent variable also had much higher marginal R2s than models with traditional normalization. Since the marginal R2 is computed with only fixed effect components (i.e., no random effect 
  
 48 
 
components are included), much of the variance in the urine HDA levels may have been caused by variance in the creatinine concentrations. In the models where creatinine is an independent variable, any variance due to the creatinine is modeled as a fixed effect for urine HDA. However, in the traditional normalization models, any creatinine variance is included in variance for the overall model, and thus not modeled with the fixed effects. Therefore, as proposed by Barr et al.63 and as indicated by this study, creatinine concentration should be used as an independent variable in linear mixed models, rather than the traditionally used method of normalization of urine HDA level with creatinine concentration. Significance of both dermal and BZC‐APF exposure increased with increasing half‐life estimate for HDA level, and the significances in the 174 min (2.9 h) half‐life model (D) were similar to the cumulative exposure model (model A; Table 2.2 and 2.3). A similar half‐life was also observed by Liu et al.37 who estimated a half‐life of 2.8 h for subjects exposed to HDI vapor using a method that precluded dermal exposure. Our observation is also similar to the 2.5 h half‐life derived from a study in which both dermal and inhalation exposure occurred.39 As illustrated in Figure 2.1, some workers exhibited decreasing urine HDA levels over the course of a day. The reason for this is unclear, but may reflect biphasic elimination kinetics. A slow clearance phase would also explain the detectable HDA levels in the 64 (53%) first urine samples of the day when exposure was not known to have occurred yet. It is possible that some of the first urine samples of the day with detectable HDA level may have reflected HDI exposure received the day before. However, calculation using the GM HDA level of the first urine samples (0.08 µg/l) 
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along with the estimated half‐life of 2.9 h and assuming that the first urine sample was taken at 8 am, point to a urine HDA level of 2.89 µg/l at 5 pm the day before. Since the GM HDA level of the last urine samples of the day was 0.14 µg/l and 97% of all last urine samples were below 2.89 µg/l, this would appear to be an unlikely scenario. The results of these calculations are similar for creatinine‐normalized HDA levels. In addition, secondary exposure to HDI (i.e., not due to painting) may also contribute to the morning HDA levels. The secondary exposure may be caused by touching contaminated surfaces or entering the mixing area without dermal or inhalation protection. The detectable HDA levels in all the urine samples of the two workers who were monitored on days when they were not painting may be explained by either biphasic elimination of HDA or secondary exposure to HDI (i.e., not due to painting). Further evidence for the biphasic elimination kinetics is provided by the seven workers who had detectable HDA levels in their first urine sample before exposure occurred on a Monday. While it is conceivable that some of the painters worked on Sundays or on weeknights, 36 different subjects had at least one urine sample with detectable HDA before exposure was known to have occurred and, thus, it seems unlikely that this many painters would have had a second employment in another painting facility. As evidenced by Figures 2.1 and 2.2 and the estimated half‐life of 2.9 h for HDA, collecting one urine sample at the end of the workday may not provide a reliable exposure estimate for that day. Further, a biphasic elimination pattern is indicated as seen with TDA.39‐41, 43 Therefore, further studies are needed to investigate the potential biphasic elimination kinetics of HDA in spray painters and to determine the half‐life of the slow elimination phase. 
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There are no regulatory guidelines regarding safe HDA levels in urine in the United States. In the United Kingdom, however, a biological monitoring guidance level of 1 µmol HDA per mol creatinine exists.78 Among our subjects, the average HDA level was 0.29 µmol HDA per mol creatinine, and the median value was 0.10 µmol HDA per mol creatinine. This indicates that by UK standards, the subjects are adequately protected. It should be noted that this guidance value is based on an recommendation for good occupational hygiene practices achievable by most of UK industry and not based on protection from health effects caused by HDI exposure.78 This guidance document also states that urine samples should be collected immediately after the task or shift. In several diisocyanate studies, only one urine sample per worker was collected at the end of the workday.46, 49, 51 Our results indicate that this methodology may miss the timeframe when the highest diamine level after exposure occurs. As indicated by our results and stated in the HSE guidelines, the optimal sampling strategy would be collection and analysis of all urine voids during the day. This, however, may prove to be impractical, and thus collecting a urine sample within two hours after exposure ceased may be sufficient for monitoring HDA as a biomarker for HDI exposure in an occupational exposure setting. The quantitative relationship between dermal and inhalation exposure to 1,6‐hexamethylene diisocyanate (HDI) and urine 1,6‐hexamethylene diamine (HDA) levels has not been characterized previously. Here, we report a significant association between inhalation and dermal exposure to HDI and urine HDA level in occupationally exposed workers. The results indicate biphasic elimination kinetics with a fast phase of 2.9 h. Further study is necessary to determine the half‐life of the slow phase. The results 
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of our investigation indicate that biological monitoring of the workers should be tailored to reliably capture the intermittent exposure pattern typical in this industry as well as the use of personal protective equipment. Further, when urine HDA levels are used as biomarkers of exposure in this occupational group, urine creatinine concentration should be included as an independent variable in subsequent statistical exposure assessment analysis.
 CHAPTER 3 
EFFECT OF CREATININE AND SPECIFIC GRAVITY NORMALIZATION ON URINARY 
BIOMARKER 1,6­HEXAMETHYLENE DIAMINE 
 
Linda G. T. Gaines, Kenneth W. Fent, Sheila L. Flack, Jennifer M. Thomasen, Louise M. Ball, 
Haibo Zhou, Stephen G. Whittaker, and Leena A. Nylander­French, Journal of 
Environmental Monitoring (2010) 12(3), 591­599 
 
 
3.1  ABSTRACT Urine amine levels used as biomarkers of diisocyanate exposure have usually been normalized with creatinine concentration. The suitability of using creatinine concentration or specific gravity for these biomarkers in exposure assessment has not been established. We investigated the effect of creatinine concentration and specific gravity on urine 1,6‐hexamethylene diamine (HDA) levels in multiple mixed linear regression models using quantitative dermal and inhalation exposure data derived from a survey of automotive spray painters occupationally exposed to 1,6‐hexamethylene diisocyanate (HDI). Painters’ dermal and breathing‐zone HDI exposure were monitored 
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for an entire workday for up to three workdays spaced approximately one month apart. One urine sample was collected before the start of work with HDI containing paints, and multiple samples were collected throughout the workday. Both creatinine concentration and specific gravity were highly significant predictors (p < 0.0001) of urine HDA levels. When the two were used together in the same model, creatinine remained highly significant (p < 0.0001), but specific gravity decreased in significance (p‐values 0.10 – 0.17). We used different individual factors to determine which affected creatinine and specific gravity. Urine collection time was a highly significant predictor of specific gravity (p = 0.003) and creatinine concentration (p = 0.001). Smoker status was significant (p = 0.026) in the creatinine model. The findings indicate that creatinine concentration is more appropriate to account for urine water content than specific gravity and that creatinine is best used as an independent variable in HDI exposure assessment models instead of traditional urine normalization with creatinine concentration. 
3.2  ENVIRONMENTAL IMPACT Urinary biomarkers are commonly used as measures of xenobiotic exposures. However, the effect of the variable water content in urine samples poses difficulty in the determination of xenobiotic concentration, thus affecting exposure assessment. Our goal was to determine the most appropriate method to investigate urine amines as biomarkers of diisocyanate exposure. Our results indicate that amine concentration in a urine sample must be adjusted with creatinine concentration, and not with specific gravity. Furthermore, due to individual factors, creatinine concentration should be used 
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as an independent variable, instead of dividing the amine level by creatinine concentration, in exposure assessment models. The presented information will aid occupational and environmental hygienist and researchers to built more accurate exposure assessment models using urine biomarkers. 
3.3  INTRODUCTION Urinary biomarkers are commonly used as indicators of xenobiotic exposure. However, an inherent problem with urinary biomarker analysis is the variability in the urine water content. Concentrations of both endogenous and exogenous compounds in urine can vary due to the person’s hydration level that in turn is reflected in the water content of the collected urine sample. Therefore, urinary biomarker levels are generally normalized with urinary creatinine concentration, specific gravity, or urine volume. Creatinine has been frequently used to normalize urinary biomarker levels to allow comparison between individuals, thus excluding variations in hydration levels. Creatinine, an organic cation, is an endogenous substance, which is formed from muscle creatine. The blood concentration of creatinine changes little during a 24 h period due to its release into the blood at a fairly constant rate.52 In the kidneys, creatinine is mainly filtered through the glomerular capillaries with only a small portion secreted through the tubules. Thus, elimination of creatinine from the body resembles that of water, which is also filtered through the glomerular capillaries. However, Greenberg and Levine55 observed that creatinine elimination rate is not constant, but, in fact, depends on urine flow rate. They observed that spontaneously varying urinary flow rates explained 21% of the within‐subject variation in creatinine excretion rates. They 
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proposed that fluctuations in renal blood flow and individual variations in tubular excretion of creatinine were the most likely reasons for the variability in creatinine elimination rates. Considerable variation in creatinine excretion rate has also been observed in other studies.56, 57, 79, 80 Newman et al.62 observed greater variability in 24‐h creatinine excretion rate than urine volume, which in turn showed greater variability than specific gravity. In addition, they observed that normalization for creatinine concentration corrected for exercise‐induced proteinuria (i.e., excess protein in the urine). Heavner et al.58 observed that specific gravity and creatinine‐normalized concentrations of urinary biomarkers for tobacco exposure exhibited lower variability than the unnormalized concentrations. They evaluated five normalization techniques for tobacco biomarkers: creatinine; specific gravity; combined specific gravity and Z, a statistic related to the change of creatinine and specific gravity with time; combined specific gravity, creatinine, and Z; and creatinine regression or the mean creatinine of the study population. Creatinine normalized concentrations had the highest between‐subject variability among the five normalization techniques that they evaluated. Thus, creatinine normalization may bias the estimated level of xenobiotic in the body due to potentially different excretion‐rate and urine‐flow relationships. In contrast, Carrieri et al.59 observed a good correlation (r = 0.82) between natural log‐transformed creatinine and specific gravity and neither demonstrated significant intra‐ or inter‐day variations with both reflecting the same extent of dilution of urine samples. They did find, however, that men showed higher values of creatinine and specific gravity than women and that creatinine, but not specific gravity, was 
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significantly lower in subjects older than 50 years. Similarly, Suwazono et al.60 observed that creatinine concentration was significantly influenced by age, gender, and body size, most likely reflecting the difference in muscle mass. They also found that meat intake influenced urinary creatinine excretion. Nermell et al.61 also reported that creatinine concentration, but not specific gravity, was affected by age, gender, and body size. Since creatinine concentration is more affected by age and gender than specific gravity, adjustment with specific gravity may be more appropriate in the populations with large differences in muscle mass and meat intake. Barr et al.63 observed that age group, sex, race/ethnicity, body mass index (BMI), and fat‐free mass are all significant predictors of urinary creatinine concentration. They also reported that the time of day that a urine sample was collected had a small but statistically significant effect (p = 0.001 for morning versus evening samples) on the urinary creatinine concentration. Thus, they proposed that exposure assessment models in which the level of external xenobiotic exposure is associated with urinary biomarker concentration include urinary creatinine concentration as an independent variable. This would allow the urinary chemical concentration to be distinguished from the urinary creatinine concentration, and the subject’s hydration status to be accounted for along with the variation in creatinine concentration that is considered within the normal range. Further, because urinary chemical concentration and the covariates in the model would be independent of the urinary creatinine concentration, the statistical significance of other independent variables would not be due to confounding by urinary creatinine concentration. 
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Previously, we investigated the relationship between dermal and inhalation exposure to 1,6‐hexamethylene diisocyanate (HDI) and urinary 1,6‐hexamethylene diamine (HDA).81 We observed that creatinine concentration was a significant independent covariate (p < 0.0001) along with dermal and inhalation exposure when investigating association between exposure and urinary HDA levels. This observation confirmed that the water content of a urine sample must be accounted for when biological monitoring is performed in HDI exposed workers. However, a question remains whether creatinine concentration in a spot urine sample best describes the variability in the hydration levels of our study population. Since considerable variability in creatinine elimination has been documented in published studies,55‐58, 62, 80 we hypothesized that the specific gravity of the spot urine sample can explain more than creatinine concentration of the variability in the urinary HDA levels measured in the spray painters occupationally exposed to HDI. 
3.4  MATERIALS AND METHODS 
3.4.1  STUDY POPULATION The study population has been described previously.68, 81 Briefly, spray painters in automotive repair shops who worked with HDI‐containing paint were recruited for the study in the Raleigh‐Durham area of North Carolina and the Puget Sound area of Washington State. Eleven shops in North Carolina with a total of 15 workers and 25 shops in Washington with a total of 33 workers participated in the study. Each exposed worker was monitored on up to three separate days over a 9‐12 month period. Due to 
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attrition, six subjects were monitored once and 15 subjects were monitored twice. The subjects were all male, ranging in age from 21 to 59 years with an average age of 34 years. Thirty‐one subjects identified themselves as white, nine as Hispanic, four as African‐American, one as Asian, one as Native American, and two as mixed race. This study was approved by the Institutional Review Board in the Office of Human Research Ethics at the University of North Carolina at Chapel Hill and by the Washington State Institutional Review Board (WSIRB) at the Washington State Department of Social and Health Services. 
3.4.2  DERMAL AND BREATHING‐ZONE AIR SAMPLING Personal breathing‐zone sampling was performed to estimate inhalation exposure during every spray‐application of HDI‐containing paints and coatings.  Dermal exposure was assessed using the tape‐strip method previously developed in our laboratory.28 The collection and analysis of the tape‐strip and air samples has been described.8, 68 Briefly, on each sampling visit, breathing‐zone air samples were collected during each HDI‐containing painting task, and dermal tape‐strip samples were collected immediately following each task. The painter was observed during the paint tasks to note the duration of exposure and the type of respirator worn. The Assigned Protection Factor (APF) designated by the Occupational Safety and Health Administration69 for the respirator worn by a worker (none, APF = 1; air purifying half‐face, APF = 10; air‐purifying full‐face, APF = 50; supplied air full‐face or hood, APF = 1000; powered air‐purifying PAPR, full‐face or hood, APF = 1000) was used to adjust the measured 
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breathing‐zone concentrations (BZC) in order to account for the respiratory protection in inhalation exposure levels used in the analyses. 
3.4.3  URINE SAMPLING The urine sampling has been described previously.81 Briefly, during each sampling visit, one urine sample was obtained from each painter before the start of work with HDI containing paint. During the workday, urine samples were obtained from the worker each time he urinated. At a minimum, one pre‐exposure sample and one end‐of‐day sample were collected. An average of 3.5 samples were obtained per worker per day. The maximum number of samples obtained from a worker on a single day was nine. Fifteen samples were obtained from five workers on a day when they were not painting. These were all workers at shops with more than one painter. 
3.4.4  HDA ANALYSIS The HDA analysis has been described previously.81 Briefly, 1,7‐diaminoheptane (HpDA) an internal standard, was added to the urine sample before hydrolysis at 100ºC with concentrated sulfuric acid. The samples were cooled, neutralized with saturated sodium hydroxide (NaOH), mixed with sodium chloride (NaCl), and then extracted three times with toluene. The samples were then derivatized with heptafluorobutyric anhydride (HFBA) at 55ºC, cooled, and potassium phosphate buffer added to remove excess derivatizing agent. The organic layer was retained, and sodium sulfate was added to dry the sample. The organic solution was moved to a clean vial and dried using a TurboVap® LV Evaporator (Zymark Center, Hopkinton, MA). The samples were then 
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reconstituted with ethyl acetate, sonicated, and transferred to gas‐chromatograph vial inserts. The samples were again dried to completion in a SpeedVac® (Savant Instruments Inc., Holbrook, New York) and reconstituted with ethyl acetate. The samples were analyzed by gas‐chromatography mass‐spectrometry (Thermo, Austin, TX) in negative chemical ionization mode with methane as the reagent gas. The HDA and HpDA were determined using selective ion monitoring at m/z 448 and m/z 462, respectively. Standard curves were prepared by spiking pooled urine from four unexposed individuals with HDA. Each standard curve consisted of a reagent blank (no HDA or HpDA), a negative control (HpDA but no HDA), and nine different HDA concentrations (0.08 to 20 µg/l) with HpDA (1.5 µg/l). Weighted linear regression was used to construct a standard curve using the HDA/HpDA ratio.70 Different weighting factors (w = x–0.5, x–1, x–2, y–0.5, y–1, y–2, y–1.5; where x = HDA/HpDA instrument response ratio, y = HDA concentration) were evaluated for fitting standard curves. The weighting factor that gave the smallest sum of absolute relative error as a percentage of the nominal concentration was used for fitting the standard curve.70 The standard curve was linear from 0 to 20 µg/l (w = y–2, R2 = 0.98). The method detection limit (MDL) of 0.04 µg/l was calculated using the MDL procedure established by U.S. EPA.71 
3.4.5  CREATININE ANALYSIS The creatinine concentration in the urine was analyzed using the Creatinine Companion assay kit (Exocell, Inc., Philadelphia, PA)72, 73 as described previously.81 Briefly, samples were diluted in distilled water and then aliquoted, in duplicate, into a 
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96‐well microtiter plate along with creatinine standards, in duplicate. NaOH was added to alkaline picrate reagent, and this solution was added to each well. The plate was incubated at room temperature for 10 min, and the absorbance determined at 500 nm (Emax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). The acid reagent provided with the kit was then added to each well, and the absorbance at 500 nm determined after a 5‐min incubation at room temperature. The difference between the two absorbance values was recorded for each well. A standard curve was calculated based on the standards and their responses. Unknown samples were evaluated by comparing their responses to the standard curve. 
3.4.6  SPECIFIC GRAVITY ANALYSIS The urine specific gravity was measured using a handheld refractometer (Schuco Clinical Refractometer model 5711‐2021, Japan). On this instrument, either the refractive index or the specific gravity can be read directly. Since the refractive index scale is more sensitive than the specific gravity scale, a standard curve was constructed from the two scales to relate the refractive index to the specific gravity. Distilled water was used to calibrate the refractometer before each use and then after every twenty samples to check calibration.82 While the instrument was in a horizontal position, a small drop of urine was placed on the prism, and the cover plate was placed over it. The scale seen in the eyepiece was focused, and the refractive index was read. The specific gravity was determined from the standard curve. 
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3.4.7  STATISTICAL ANALYSIS The data were analyzed using SAS statistical software (SAS 9.1; SAS Institute, Cary, NC). BZC and dermal HDI levels and urine HDA levels were natural log‐transformed to satisfy normality assumptions (Shapiro Wilks W > 0.85) prior to statistical analysis. Creatinine concentrations were approximately normally distributed (W = 0.89). However, natural log‐transformation of the creatinine concentrations improved the normality (W = 0.96). Normalization of urine analyte level with specific gravity is performed with the following equation 
 
€ 
HDAnormalized = HDAmeasured
1.02 −1( )
SG −1( )
  (1) 
where HDAnormalized is the normalized HDA level, HDAmeasured is the measured HDA level, 1.02 is the average specific gravity of human urine, and SG is the measured specific gravity.83 The use of this ratio increases the sensitivity of the analysis due to the small variation in the levels of specific gravity in human urine. Therefore, when investigating the significance of the specific gravity in the regression models, we used the specific gravity ratio as given by the equation 
  Specific Gravity Ratio
€ 
=
SG −1( )
1.02 −1( )
  (2) 
instead of the measured specific gravity itself. The specific gravity ratio was normally distributed (W = 0.98).  
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Factors affecting creatinine and specific gravity measurements Mixed effects multiple linear regression modeling (PROC MIXED) was used to investigate the relative influence of factors that affected creatinine or specific gravity levels in HDI exposed workers as well as to account for the repeated measurement strategy and to obtain both inter‐ and intra‐person variance. All collected urine samples were used in these analyses including the samples taken from workers on days when they were not painting as well as those taken before the worker started painting. Each urine sample was used as a unique observation in the modeling. The candidate covariates included continuous variables such as urine collection time, subject’s age, and BMI; and classification variables included smoking status and race. These covariates were previously observed to significantly affect creatinine concentration in urine.59‐61, 63, 79, 84 The multiple linear mixed effects model took the form 
  Yij = β0 + β1X1ij + β2X2ij + β3X3ij + β4X4ij + β5X5ij + αi + εij,  (3) where Yij represents the natural logarithm of the creatinine concentration or the specific gravity ratio of the urine sample (the jth measurement obtained for the ith worker), X1ij represents the time of the urine sample, X2ij, X3ij, X4ij, and X5ij represent the subject’s age, BMI, smoking status, and race, respectively, while αi and εij represent the random effects associated with worker (αi for i = 1,2,...,48 workers) and an error term (εij for j = 1,2,...,19 measurements per worker). Models were constructed using standard regression techniques, and model fit was examined with regression diagnostics such as residual analysis. Final models were built using a backwards elimination procedure in which the least significant variables (P > 0.10) were eliminated one at a time. 
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Using this model, we assumed that αi and εij are mutually independent and normally distributed with means of zero and respective variances 
€ 
σB
2  and 
€ 
σW
2  representing the between and within‐worker variance components, where total variance 
€ 
σY
2 =σB
2 +σW
2 .  It is also assumed that Yij is normally distributed with mean µy = 
β0 + β1X1ij + β2X2ij + β3X3ij + β4X4ij + β5X5ij and variance 
€ 
σY
2 . Compound symmetry was used for the covariance structure. 
 
Effect of creatinine or specific gravity on urine HDA levels We investigated the effect of urine creatinine concentration or specific gravity on the relationship between urine HDA levels and HDI exposure (inhalation and dermal) by including creatinine or specific gravity as an independent variable in the mixed effects multiple linear regression models (PROC MIXED). Only those urine samples obtained after at least one spray‐painting task had occurred were used in these analyses. Thus, the urine samples taken from workers on days when they were not painting or samples taken before the worker started painting were not included in these analyses. Each post‐exposure urine sample was used as a unique observation in the exposure modeling. Due to the relatively high percentage of non‐detectable levels of HDA in the urine samples (38%) as well as HDI in the breathing‐zone air (9%) and dermal tape‐strip (63%) samples, multiple imputation consisting of 10 datasets was used to impute data below the detection limits. Methods for performing multiple imputation of exposure data are previously described.8, 68, 81 In brief, a lower bound of zero was set for the imputations. In order to account for correlations in the multivariate exposure data, we 
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imputed from truncated multivariate normal distributions, with truncation at the limit of detection for HDI and MDL for HDA. PROC MIANALYZE was used to combine the results of the analyses (PROC MIXED) carried out on the 10 imputed datasets and to obtain valid estimates and statistical inferences. Averages were computed where PROC MIANALYZE could not be used (i.e. fit statistics). Dermal and breathing‐zone exposure levels were used in the analyses separately or jointly to investigate whether both exposure routes contributed to urine HDA levels. Since all workers in the study wore respirators, the measured BZCs likely overestimated the inhalation exposure. Previously, we reported that adjustment of inhalation exposure level with the assigned protection factor (APF) for the respirator worn by the worker provided a better model fit when investigating the effect of dermal and inhalation exposure on urine HDA levels with or without creatinine normalization.81 We also observed that BZC can be considered as an estimate for inhalation exposure only if a worker has no respiratory protection. Here, we again used both unadjusted and adjusted BZCs to determine the best‐fit model. The mixed effects multiple linear regression model to investigate the relative influence of natural log‐transformed creatinine concentration (model A; Table 3.3), specific gravity ratio (model B; Table 3.3), or both natural log‐transformed creatinine concentration and specific gravity ratio (model C; Table 3.3) as an independent variable to the relationship between unnormalized urine HDA levels and dermal and inhalation exposure is provided below: 
  Yij = β0 + β1X1ij + β2X2ij + β3X3ij + αi + εij,  (4) 
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where Yij represents the natural logarithm of the urinary HDA concentration (the jth measurement obtained for the ith worker), X1ij represents the natural logarithm of the measured BZC unadjusted or adjusted for the APF based on the respirator worn, X2ij represents the natural logarithm of the measured dermal exposure, X3ij represents the natural logarithm of the creatinine concentration or the specific gravity ratio of the urine sample, and αi and εij represent the random effects associated with worker (αi for 
i = 1, 2,..., 48 workers) and an error term (εij for j = 1, 2,..., 16 measurements per worker). The same basic assumptions for equation 3 apply to equation 4. Models were constructed using standard regression techniques, and model fit was examined with regression diagnostics such as residual analysis. Compound symmetry was used for the covariance structure. The statistical significance was evaluated at α level of 0.10. Cumulative exposure measures for BZC, APF adjusted BZC (BZC‐APF), and dermal exposure were used in the statistical analyses. Cumulative exposure was calculated by summing all the respective exposure levels that occurred before a urine sample was obtained, as provided by the following equation: 
 
€ 
Xij = ln Ct
o
T
∑ if t < T( )
 
 
 
 
 
   (5) 
where Ct is the concentration at time t of the measured dermal, BZC, or BZC‐APF exposure, T is the time of the urine sample, and t is the exposure period. The exposure period is the time between when the air‐sampling pump was turned on and off, and thus, the approximate period of time when the worker was exposed. Since creatinine and specific gravity are closely related, models were also generated with standardized forms of natural log‐transformed creatinine concentration 
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and specific gravity ratio to test for co‐linearity issue when they are included in the same model. The variables were standardized using the formula 
 
€ 
x* = x − x stdev(x)   (6) where x* is the standardized value of x (natural log‐transformed creatinine concentration or specific gravity ratio), 
€ 
x  is the mean of x, and stdev(x) is the standard deviation of x. In summary, a total of three exposure models (Table 3.3) were generated where (i) natural log‐transformed creatinine concentration was used as an independent variable (Model A), (ii) specific gravity ratio was used as an independent variable (Model B), and (iii) both natural log‐transformed creatinine concentration and specific gravity ratio were used as independent variables (Model C). Within these three models, five submodels were built: (1) BZC, (2) BZC‐APF, or (3) dermal levels as single exposure variables in a model and (4) dermal and BZC levels or (5) dermal and BZC‐APF levels as two exposure variables in a model to determine the significance of these predictors in any given model. In addition, model sets A, B, and C were generated with a standardized forms of natural log‐transformed creatinine concentration and specific gravity ratio to test for co‐linearity (Eq. 6) (data not shown). 
3.5  RESULTS 
Factors affecting creatinine and specific gravity measurements A total of 417 urine samples obtained from 48 spray painters were analyzed for HDA, creatinine, and specific gravity. Creatinine concentrations ranged from 0.094 to 8.32 g/l with a mean and standard deviation (SD) of 1.55 g/l and 0.97, respectively, and 
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a geometric mean and geometric SD of 1.26 g/l and 2.01, respectively. Specific gravity levels ranged from 1.00 to 1.04 with a mean of 1.02 (SD = 0.01). Urine is considered too dilute for biomarker analysis if the specific gravity is less than 1.010 or the creatinine concentration is less than 0.5 g/l.83 Conversely, urine is too concentrated if the specific gravity is greater than 1.030 or the creatinine concentration is greater than 3 g/l.83 The number of urine samples outside these normal ranges are presented in Table 3.1. Based on creatinine concentration and specific gravity, 43 and 63 urine samples, respectively, were too dilute. Only 40 were too dilute based on both creatinine concentration and specific gravity. Conversely, 29 urine samples were too concentrated based on creatinine concentration, but only nine were too concentrated based on specific gravity. All nine of the samples with too high specific gravity were also too concentrated based on their creatinine concentration. Of the urine samples considered too dilute based on creatinine concentration, 34 had non‐detectable levels of HDA while 45 of those considered too dilute based on specific gravity had non‐detectable levels of HDA. However, for the modeling conducted in this study, we did not exclude any of the samples even if, by convention, they were considered too dilute or too concentrated. 
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Table 3.1.  Summary of measured creatinine and specific gravity levels and the number of urine samples (N) considered to be outside the normal range necessary for determinate analysis.83   Mean ± Standard Deviation  N 
Creatinine  1.55 g/l ± 0.97  417 
Specific gravity  1.02 ± 0.01  417 
Below normal range  Creatinine <0.5 g/l  43   Specific gravity <1.010  63   Creatinine <0.5 g/l and specific gravity <1.010  40 
Above normal range  Creatinine >3 g/l  29   Specific gravity >1.030  9   Creatinine >3 g/l and specific gravity >1.030  9  We observed an exponential (R2 = 0.80) rather than linear (R2 = 0.69) relationship between creatinine concentration and specific gravity (Figure 3.1). The relationship between natural log‐transformed creatinine concentration and the specific gravity ratio, the variables used in the models, exhibited a somewhat closer linear relationship (R2 = 0.76) than that between creatinine and specific gravity (data not shown). 
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Figure 3.1.  The correlation between specific gravity and creatinine concentration in urine samples collected from 48 spray painters exposed to HDI in North Carolina and Washington state. The solid line indicates that this correlation is explained better with an exponential function (R2 = 0.80) rather than a linear function (dashed line, R2 = 0.69).   The factors that significantly affected natural log‐transformed creatinine concentrations and specific gravity ratios in workers exposed to HDI are presented in Table 3.2. Urine collection time was a highly significant predictor of both specific gravity ratio (p = 0.003) and creatinine concentration (p = 0.001). Smoker status (current non‐smoker or smoker) was only a significant predictor of creatinine concentration (p = 0.026). No other covariates were observed to significantly affect either specific gravity ratio or creatinine concentration. 
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Table 3.2.  Summary of the significant predictors for natural log‐transformed creatinine concentration or specific gravity ratio in workers exposed to HDI. 
Variable  Predictor  Estimate  Standard Error  p­value  AICa ln(creatinine   urine collection time  8.71E‐06  2.62E‐06  0.001  764 concentration)  smoker  0.296  0.131  0.026      worker variance  0.201          residual variance  0.272       Specific gravity ratio  urine collection time  3.87E‐06  1.28E‐06  0.003  171   worker variance  0.053         residual variance  0.065       aAIC = Akaike’s Information Criterion  
Effect of creatinine or specific gravity on urine HDA levels The results of the three exposure models are provided in Table 3.3. When used alone with one or two exposure variables in the model (Models A1 – A5 and B1 – B5), both natural log‐transformed creatinine concentration and specific gravity ratio were always highly significant (p < 0.0001). Further, the significance levels of the exposure variables were very similar between the corresponding submodels. When the natural log‐transformed creatinine concentration and specific gravity ratio were placed into the same model (Models C1 – C5), creatinine remained highly significant (p < 0.0001) while the p‐value for specific gravity ratio ranged from 0.10 to 0.17. When the two were used together, the corresponding submodels gave similar results for the significance of the exposure variables (i.e. A1, B1, and C1 had similar p values for the log‐transformed BZC exposure). The Akaike’s Information Criterion (AIC) is also provided for each model; a smaller AIC indicates a better model fit. The models that included both natural log‐ transformed creatinine concentration and specific gravity ratio (Models C1 – C5) had the smallest AIC indicating the best model fits.
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However, the specific gravity ratio only slightly improved the model fit (AIC = 1031; Model C5) compared to using only natural log‐transformed creatinine concentration (AIC = 1035; Model A5). All models were also investigated using the standardized forms of natural log‐transformed creatinine concentration and specific gravity ratio (Eq. 6; results not shown). No difference was observed between standardized and non‐standardized forms with regards to the significance levels of any of the exposure variables, creatinine concentration, or specific gravity ratio. The non‐standardized models had AICs about 3 points smaller than the standardized models, thus providing a slightly better model fit. No co‐linearity issues between specific gravity ratio and log‐transformed creatinine concentration were observed. 
3.6  DISCUSSION Determination of systemic exposure to a xenobiotic in both environmental and occupational setting is commonly conducted by measuring a parent compound or its metabolite level in a spot urine sample. Due to fluctuations in the water content of urine, the urinary biomarker concentration is generally adjusted (or corrected) relative to the creatinine concentration or specific gravity in the urine sample. However, much controversy remains over the use of the methodologies for adjusting the urine biomarker levels due to inherent individual variability in physiological functions of the human body. For diisocyanate exposures, a common practice has been to normalize the amine urinary biomarker levels with creatinine concentration.36, 37, 46, 49 Previously, we reported that creatinine concentration was a significant covariate when used as an 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independent variable along with dermal and respirator‐adjusted inhalation exposure to HDI.81 We observed that including urinary creatinine concentration as a separate independent variable in the models provided better model fit than the traditional normalization method of dividing the urinary HDA level by the creatinine concentration.  The independent variable method provided better model fit because the parameter estimate for creatinine was allowed to fluctuate as opposed to the parameter estimate being set as 1 with the traditional method.81 Here, we report our findings on factors that affect creatinine concentration, specific gravity, and HDA levels in urine samples collected from spray painters occupationally exposed to HDI by using multiple linear regression analysis. The urine collection time was a highly significant predictor for both creatinine concentration and specific gravity. Barr et al.63 also observed that the time of day that a urine sample was collected had a small but statistically significant effect on the urinary creatinine concentration. Similarly, others have reported urinary creatinine concentrations56, 57, 79, 80 and specific gravity56, 57, 80 fluctuate markedly. In contrast, Carrieri et al.59 observed that spot urine samples did not demonstrate significant intra‐ or inter‐day variations for either creatinine or specific gravity. However, in that study, only one morning and one afternoon urine sample were collected every day for five days from 14 men. Thus, the small number of intraday samples per person (2) most likely limited the statistical power of intraday variation observation. Previously, age, gender, race/ethnicity, BMI, and fat‐free mass have been observed to affect creatinine but not specific gravity levels.59‐61, 63, 79, 84 These predictors did not affect creatinine concentration or specific gravity ratio in our study population. 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While the workers’ demographic characteristics (age, BMI, and race/ethnicity) varied somewhat, they were all men sharing similar job characteristics, including frequent physical activity. This population homogeneity likely explains why our observations differed from the other published studies. We observed that smokers had significantly increased creatinine concentrations (p = 0.026). Smoking has been associated with reduced serum creatinine concentrations.85, 86 As a group, the smokers in our study were significantly younger in age than non‐smokers (mean age for smokers and non‐smokers 32.1 and 34.8, respectively; p = 0.0017), and they had a significantly higher BMI (mean for smokers and non‐smokers 31.3 and 27.3, respectively; p < 0.0001). However, BMI and age were not significant predictors of creatinine concentration when used separately in the models. Thus, the relatively small number of subjects and the combined effect of smokers being younger and having a larger BMI, both of which have been associated with increase urinary creatinine concentrations, may have magnified this association in our study. However, it is possible that smoking causes reduced serum creatinine concentrations, as observed by Savdie et al. 85 and Pedersen 86, which may have lead to increased urinary creatinine concentrations in our study population. Natural log‐transformed creatinine concentration and specific gravity ratio were always highly significant (p < 0.0001) when used alone with one or two exposure variables in the model (Models A1 – A5 and B1 – B5). Thus, both natural log‐transformed creatinine concentration and specific gravity ratio predicted the urine water content and thus the dilution level of HDA. Further, the significance levels of the exposure variables were very similar between the corresponding submodels. When 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creatinine concentration and specific gravity ratio were placed into the same model (Models C1 – C5), creatinine remained highly significant (p < 0.0001) while the p‐value for specific gravity ratio ranged from 0.10 to 0.17. All models using either natural log‐transformed creatinine concentration or specific gravity ratio alone (Models A1 – A5 and B1 – B5) indicated no predictive differences with regards to the HDA levels and exposure variables (all p‐values < 0.0001). As reported previously,81 BZC‐APF (p = 0.001; model A2) was a more significant predictor of urine HDA levels than BZC (p = 0.022; model A1). Dermal exposure was also a significant predictor (p = 0.010; model A3) when used as a single exposure variable along with natural log‐transformed creatinine concentration in the multiple linear regression analysis. Similarly, models in which specific gravity ratio was used as an independent variable indicated that both dermal and inhalation exposure were significant predictors of urinary HDA levels (Models B1 – B3). As with creatinine concentration, the specific gravity ratio models also showed that BZC‐APF was a more significant predictor (p = 0.001; Model B2) of HDA levels than BZC (p = 0.019; Model B1).  The workers in our study were physically active during the entire workday. This constant activity may be one of the reasons that creatinine provides better fitting exposure models than specific gravity. Newman et al.62 found that normalization for creatinine concentration in urine samples corrected for exercise‐induced proteinuria. Exercise has also been observed to increase serum protein levels in urine.87, 88 Possible exercise‐induced proteinuria due to work activities requiring constant physical straining during the workday may explain why 29 urine samples were too concentrated 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based on creatinine concentration, but only nine of those were too concentrated based on the specific gravity. Based on the specific gravity and creatinine concentration of the urine samples, a total of 92 samples should have been excluded for being too dilute or concentrated. Rosenberg et al.83 stated that biomarker levels in urine samples outside the normal concentration range may not be reliable because the excretion mechanism may be altered. We chose not to exclude any of the urine samples from our analyses because the excretion mechanism for HDA is not completely understood. Since we observed previously that the traditional normalization of urine HDA level by dividing it with the creatinine concentration of the sample was not an optimal method,81 we sought to test if the same was true for normalization with specific gravity ratio. To accomplish this, we modeled the natural log‐transformed specific gravity ratio as an independent variable along with the dermal and inhalation exposure variables to test if its parameter estimate was close to 1. The analyses of the models, conducted as shown in Table 3.3 for specific gravity ratio without log‐transformation (Model B), showed that the natural log‐transformed specific gravity ratio had parameter estimates ranging from 1.14 to 1.19 (data not shown). Therefore, using specific gravity ratio as an independent variable provided only a minor improvement over the traditional normalization method. Natural log‐transformed specific gravity ratio was not normally distributed, but specific gravity ratio was normally distributed. Consequently, specific gravity ratio was used in exposure model development. As a limitation of the study, we were not able to collect all urine from each void during our study, nor were we able to collect urine samples either before the workers arrived or after they departed the work place. Thus, we could not investigate the use of 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urinary volume along with creatinine and specific gravity as a method to account for the hydration status of the worker. The inherent difficulty of obtaining the entire urine void throughout the 24‐h period often precludes the use of urinary volume for monitoring of biomarkers in occupational and environmental setting. However, future studies should be conducted to investigate whether urinary volume may indeed be more appropriate to use for monitoring of urinary amines as biomarkers for diisocyanate exposure. In summary, the data indicate that urinary HDA concentration should be adjusted for the water content of urine in this exposed population. Further, the models demonstrate that normalization with creatinine concentration provides a better model fit than normalization with specific gravity ratio when monitoring urine HDA levels in HDI‐exposed workers. The observation that smoking status along with urine collection time affected the creatinine concentrations emphasizes a problem with traditional normalization. This observation provides another reason to use creatinine concentration as an independent variable (as proposed by Barr et al.63) instead of traditional normalization by dividing the HDA level with creatinine concentration in the urine sample when biological monitoring of HDI exposure is conducted. If other variables are tested in the model, using creatinine as an independent variable will assure that the relationship between a variable and HDA level, and not creatinine concentration, is discovered. Our results are supported by previous findings indicating that creatinine concentration can be affected by variables specific to that individual.59‐61, 
63, 79, 84 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3.7  CONCLUSION To our knowledge, this is the first study to report on the suitability of using creatinine concentration or specific gravity for normalization of urinary amine levels after diisocyanate exposure. We demonstrate that urinary creatinine concentration is more appropriate than normalization with specific gravity ratio when monitoring urine HDA levels in HDI‐exposed workers. Further, our findings confirm that traditional normalization method of dividing the urinary HDA level by the creatinine concentration should not be used due to individual factors (e.g., smoking) that affect the creatinine concentration in urine.
 CHAPTER 4 
FACTORS AFFECTING VARIABILITY IN URINARY BIOMARKER 1,6­
HEXAMETHYLENE DIAMINE IN WORKERS EXPOSED TO 1,6­HEXAMETHYLENE 
DIISOCYANATE 
 
Linda G. T. Gaines, Kenneth W. Fent, Sheila L. Flack, Jennifer M. Thomasen, 
Stephen G. Whittaker, and Leena A. Nylander­French, Journal of Environmental 
Monitoring, submitted 
 
 
4.1  ABSTRACT Although urinary 1,6‐hexamethylene diamine (HDA) is a useful biomarker of exposure to 1,6‐hexamethylene diisocyanate (HDI), a large degree of unexplained intra‐ and inter‐individual variability exists between measured HDI exposure and urine HDA levels. We investigated the effect of individual and workplace factors on urine HDA levels using quantitative dermal and inhalation exposure data derived from a survey of automotive spray painters exposed to HDI. Painters’ dermal and breathing‐zone HDI‐exposures were monitored over an entire workday for up to three separate workdays, 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spaced approximately one month apart. One urine sample was collected before the start of work with HDI‐containing paints, and multiple samples were collected throughout the workday. Using mixed effects multiple linear regression modeling, coverall use resulted in significantly lower HDA levels (p = 0.12), and weekday contributed to significant variability in HDA levels (p = 0.056). We also investigated differences in urine HDA levels stratified by dichotomous and classification covariates using analysis of variance. Use of coveralls (p = 0.05), respirator type worn (p=0.06), smoker status (p = 0.12), paint‐booth type (p = 0.02), and more than one painter at the shop (p = 0.10) were all found to significantly affect urine HDA levels adjusted for creatinine concentration. Coverall use remained significant (p = 0.10), even after adjusting for respirator type. These results indicate that the variation in urine HDA level is mainly due to workplace factors and that appropriate dermal and inhalation protection is required to prevent HDI exposure. 
4.2  ENVIRONMENTAL IMPACT Urinary HDA can be used as a biomarker of exposure to HDI. However, a large variation in the levels of HDA exists in occupationally exposed workers. Our goal was to determine the individual and workplace factors that affect urine HDA levels after accounting for HDI exposure and urine water content. The use of dermal and respiratory protection was significantly associated with lower urine HDA levels. The presented information will aid occupational and environmental health professionals and researchers to determine methods to improve worker protection. 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4.3  INTRODUCTION The use of urinary 1,6‐hexamethylene diamine (HDA) as a biomarker for inhalation exposure to 1,6‐hexamthylene diisocyanate (HDI) has been established.36, 37, 
46, 47, 81 Previously, we demonstrated a quantitative linear relationship between dermal exposure to HDI and urine HDA levels.81 We further concluded that creatinine should be used as an independent variable in exposure modeling to account for the water content in the urine sample collected from a worker exposed to HDI.81, 89 However, in our exposure models relating inhalation and dermal HDI exposure to urine HDA levels, considerable intra‐ and inter‐person variability was observed,81 which would compromise the use of urine HDA as a biomarker for occupational exposure to HDI.  To effectively use individual urine HDA levels in monitoring exposure, evaluating personal protection, and establishing regulatory compliance, determining the cause(s) of the variability is critical. HDA levels in hydrolyzed urine may be derived from both the non‐enzymatic hydrolysis of HDI as well as monoacetyl‐HDA and diacetyl‐HDA formed from N‐acetyl transferase 1 (NAT1) activity. Upon acid hydrolysis of the urine sample during analysis, protein adducts formed due to direct reaction with HDI or as a product of HDI metabolism may be broken down and released in the form of HDA.29, 30, 34, 35 Thus, a person’s inherent ability to metabolize HDI (e.g., metabolic rate, genetic polymorphisms) may be only one contributing factor to the elimination rate of HDA after exposure to HDI. Liu et al.37 observed considerable variability between HDI biuret exposure and urine HDA levels that was attributable to subjects over 32 years old having significantly higher pre‐exposure HDA levels but not post‐exposure levels than 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younger subjects. In addition, they observed higher HDA levels both at pre‐exposure and immediately post‐exposure in non‐smokers compared to smokers, but the difference was statistically significant for pre‐exposure levels only. Job category, age, and years working in the automotive spray‐painting industry did not affect the individual variability in urine HDA levels in their study. Uncertainty in the relationship between HDI exposure and urine HDA levels is mostly due to the lack of knowledge of the complete physical and biological processes from exposure to elimination. Several researchers have noted that the amount of HDA excreted is only a small amount of the actual exposure dosage.36, 38, 39, 46 Brorson et al.36 observed that subjects classified as slow‐acetylators excreted more of the inhaled HDI dose than subjects classified as rapid‐acetylators, while Brorson et al.38 observed the opposite with orally administered HDA. However, this difference may be due to route and type of exposure. In order to investigate the cause(s) for the intra‐ and inter‐person variability observed in urine HDA levels after occupational exposure to HDI,81 we examined the individual and work environment factors that may affect the relationship between HDI exposure and urine HDA levels. 
4.4  MATERIALS AND METHODS 
4.4.1  STUDY POPULATION The study population has been described previously.68, 81 Briefly, spray painters in automotive repair shops who worked with HDI‐containing paint were recruited for the study in the Raleigh‐Durham area of North Carolina and the Puget Sound area of 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Washington State. Eleven shops in North Carolina with a total of 15 workers and 25 shops in Washington with a total of 32 workers participated in the study. Each exposed worker was monitored over the workday on up to three separate days over a 12‐month period. Due to attrition, five subjects were monitored once and 15 subjects were monitored twice. The subjects were all male, ranging in age from 21 to 59 years with an average age of 34 years. Thirty subjects identified themselves as white, nine as Hispanic, four as African‐American, one as Asian, one as Native American, and two as mixed ethnicity. This study was approved by the Institutional Review Board in the Office of Human Research Ethics at the University of North Carolina at Chapel Hill and by the Washington State Institutional Review Board at the Washington State Department of Social and Health Services. A questionnaire was developed for this study and information on worker age, weight, height, ethnicity, and medical history in regards to susceptibility to occupational asthma (i.e., had allergies, asthma, or medical problems after painting) was collected. No one reported diisocyanate‐induced asthma. Information on the type of personal protective equipment (PPE) that they typically wore during painting and the maintenance schedule of their PPE and paint booth was also obtained. 
4.4.2  DERMAL AND BREATHING‐ZONE AIR SAMPLING Personal breathing‐zone and dermal tape‐strip sampling were performed to estimate inhalation and dermal exposure during every spray‐application of HDI‐containing paints and coatings.28 The collection and analyses of the breathing‐zone and dermal tape‐strip samples have been published previously.8, 68 On each sampling visit, 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breathing‐zone air samples were collected during each HDI‐containing painting task, and tape‐strip samples were collected immediately following each task. The painter was observed during the paint tasks to note the duration of exposure and the type of respirator worn. The Assigned Protection Factor (APF) designated by the Occupational Safety and Health Administration69 for the respirator worn by a worker (none, APF = 1; air purifying half‐face, APF = 10; air‐purifying full‐face, APF = 50; supplied air full‐face or hood, APF = 1000; powered air‐purifying (PAPR), full‐face or hood, APF = 1000) was used to adjust the measured breathing‐zone concentrations (BZC) in order to account for the respiratory protection in inhalation exposure levels used in the analyses. 
4.4.3  URINE SAMPLING The urine sampling protocol has been published previously.81 Briefly, during each sampling visit, urine samples were obtained from the worker each time he urinated. At a minimum, one end‐of‐day sample was collected. An average of 2.5 post‐exposure urine samples were obtained per worker per day. The maximum number of samples obtained from a worker on a single day was eight. A total of 282 post‐exposure urine samples were collected. 
4.4.4  HDA ANALYSIS The analysis of HDA levels in the urine samples collected from the spray painters has been published previously.81 Briefly, an internal standard 1,7‐diaminoheptane (HpDA) was added to the urine sample before hydrolysis at 100°C with concentrated sulfuric acid. The samples were cooled, neutralized with saturated sodium hydroxide 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(NaOH), mixed with sodium chloride, and then extracted three times with toluene. The samples were then derivatized with heptafluorobutyric anhydride at 55°C, cooled, and potassium phosphate buffer added to remove excess derivatizing agent. The organic layer was retained, and sodium sulfate was added to dry the sample. The organic solution was moved to a clean vial and dried. The samples were then reconstituted with 200 µl ethyl acetate, sonicated, and transferred to GC vial inserts. The samples were again dried to completion and reconstituted with 60 µl ethyl acetate. The samples were analyzed by gas‐chromatography mass‐spectrometry (GC‐MS) (Thermo, Austin, TX) in negative chemical ionization mode with methane as the reagent gas. The HDA and HpDA were determined using selective ion monitoring at m/z 448 and m/z 462, respectively. Standard curves were prepared by spiking pooled urine from four unexposed individuals with HDA. Each standard curve consisted of a reagent blank (no HDA or HpDA), a negative control (HpDA but no HDA), and nine different HDA concentrations (0.08 to 20 µg/l) with HpDA (1.5 µg/l). Weighted linear regression was used to construct a standard curve using the HDA/HpDA ratio.70 Different weighting factors  (w = x–0.5, x–1, x–2, y–0.5, y–1, y–2, y–1.5; where x = HDA/HpDA instrument response ratio, y = HDA concentration) were evaluated for fitting standard curves. The weighting factor that gave the smallest sum of absolute relative error as a percentage of the nominal concentration was used for fitting the standard curve.70 The standard curve was linear from 0 to 20 µg/l (w = y–2, R2 = 0.98). The method detection limit (MDL) of 0.04 µg/l was calculated using the MDL procedure established by U.S. EPA.71 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4.4.5  CREATININE ANALYSIS The creatinine concentration in the urine was determined using the Creatinine Companion assay kit (Exocell, Inc., Philadelphia, PA)72, 73 as described previously.81 Briefly, samples were diluted in distilled water and then aliquoted, in duplicate, into a microtiter plate along with creatinine standards, in duplicate. NaOH was added to alkaline picrate reagent, and this solution was added to each well. The plate was incubated at room temperature for 10 min, and the absorbance determined at 500 nm (Emax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). The acid reagent provided with the kit was then added to each well, and the absorbance at 500 nm determined after a 5‐min incubation at room temperature. The difference between the two absorbance values was recorded for each well. A standard curve was calculated based on the standards and their responses. Unknown samples were evaluated by comparing their responses to the standard curve. 
4.4.6  STATISTICAL ANALYSIS The data were analyzed using SAS statistical software (SAS 9.1; SAS Institute Cary, NC). BZC and dermal levels of HDI and urine HDA levels were natural log‐transformed to satisfy normality assumptions (Shapiro Wilks W > 0.85) prior to statistical analysis. Creatinine concentrations were approximately normally distributed (W = 0.89). However, natural log‐transformation of the creatinine concentrations improved the normality (W = 0.96). Due to the relatively high percentage of non‐detectable levels of HDA in the urine samples (38%) as well as HDI in the breathing‐zone air (9%) and dermal tape‐strip 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(63%) samples, multiple imputation consisting of 10 datasets was used to impute data below the detection limits. Methods for performing the multiple imputation of the exposure data have been described previously.8, 68, 81 Briefly, in order to account for correlations in the multivariate exposure data, we imputed from truncated multivariate normal distributions with an upper truncation at the logarithmic transformed limit of detection for HDI and MDL for HDA. PROC MIANALYZE was used to combine the results of the analyses carried out on the 10 imputed datasets and to obtain valid estimates and statistical inferences. Averages were computed where PROC MIANALYZE could not be used (i.e. fit statistics, t‐tests, and analysis of variance). We investigated the effect of different covariates on the relationship between HDI exposure (inhalation and dermal) and post‐exposure urinary HDA levels by including the covariates as independent variables in the mixed effects multiple linear regression models (PROC MIXED). Each urine sample was used as an individual observation. Previously, we reported that the measured personal BZC adjusted by the APF, as designated by the Occupational Safety and Health Administration,69 for the respirator worn by the worker provided better model fit when investigating the effect of dermal and inhalation exposure on urine HDA levels.81 Since the adjusted BZCs provided the best‐fit model, we used BZCs adjusted for APF in the models presented here.  The mixed effects multiple linear regression model to investigate the relative influences of different covariates including creatinine concentration to the relationship between urine HDA level (unadjusted for creatinine concentration) and dermal and inhalation exposure is as follows: 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 Yij = β0 + β1X1ij + β2X2ij + β3X3ij + β4X4ij + αi + εij,  (1) where Yij represents the natural logarithm of the urinary HDA concentration (the 
jth measurement obtained for the ith worker), X1ij represents the natural logarithm of the measured BZC adjusted for the APF (BZC‐APF) based on the respirator worn, X2ij represents the natural logarithm of the measured dermal exposure, X3ij represents the natural logarithm of the creatinine concentration of the urine sample, X4ij represents a covariate being tested, and αi and εij represent the random effects associated with worker (αi for i = 1,2,...,48 workers) and an error term (εij for j = 1,2,. . .,16 measurements per worker). Models were constructed using standard regression techniques, and model fit was examined with regression diagnostics such as residual analysis. The statistical significance was evaluated at α‐level 0.10. Using this model, we assumed that αi and εij are mutually independent and normally distributed with means of zero and respective variances   and   representing the between and within‐worker variance components, where total variance  .  It is also assumed that Yij is normally distributed with mean µy = 
β0 + β1X1ij + β2X2ij and variance  . Compound symmetry was used for the covariance structure. Cumulative exposure measures for BZC‐APF and dermal exposure were used in the statistical analyses. Cumulative exposure was calculated by summing all the respective exposure levels that occurred before a urine sample was obtained, as provided by the following equation, 
    (2) 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where Ct is the concentration at time t of the measured dermal or BZC‐APF exposure, T is the time of the urine sample, and t is the exposure time. A list of all covariates tested including the descriptions and the ranges for the variables is provided in Table 4.1. These covariates included dichotomous variables such as the type of PPE worn by the painter (gloves, long sleeves, coveralls, and hat), multiple painters at shop, smoker vs. non‐smoker, allergies, or asthma. Categorical variables such as ethnicity, the weekday of sampling, and the type of paint booth used (cross‐draft, semi‐downdraft, or downdraft) were also tested. We also included continuous variables such as worker’s age, BMI, and number of clear coats tasks performed in the past week. Candidate covariates for the mixed effects multiple linear regression models were selected by running separate models that considered individual and the interaction terms between the covariate and dermal or inhalation exposure. From these models, those variables with p‐values <0.15 were used to build final models. Final models were built using a backward elimination procedure in which the least significant variables (p< 0.15) were eliminated one at a time. Insignificant main effects were always retained if their respective interaction terms were significant. Although we reported that BZC‐APF provided the best fit in the mixed effect models,81 we also chose to investigate multiple linear regression models where X1ij represented BZC unadjusted for APF and X4ij represented the multi‐class respirator type where X4ij = 0 for half‐face cartridge respirator, X4ij = 1 for full‐face cartridge respirator, and X4ij = 2 for air‐supply respirator or PAPR. The respirator types were categorized into these four levels because they were categorized in this manner for designating APFs. 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In addition, we used a marginal R2 statistic proposed by Vonesh and Chinchilli75 to assess the goodness‐of‐fit of fixed effects in our mixed effects multiple linear regression models. Several R2 statistics have been proposed for assessing the goodness‐of‐fit of fixed effects for models.76, 77 However, marginal R2 statistic is more appropriate than conditional R2 statistic for estimating explained variability from fixed effects as marginal R2 statistic does not use random effects in the computation of predicted means that lead to residuals.76 Orelien and Edwards76 found this statistic to perform extremely well at differentiating between full and reduced models and not diverging when models were over‐fitted. We also investigated the effect of different covariates on the urine HDA levels using analysis of variance (ANOVA). For this analysis, we used hypothetical, pooled urine samples consisting of all post‐exposure urine samples on a given workday. Each worker has n number of post‐exposure urine samples, and each urine sample has a volume Vj, HDA level Yj (µg/l), and creatinine concentration Cj (g/l). If all post‐exposure urine samples were pooled, the pooled urine would have volume VT, HDA level YT (µg/l), and creatinine concentration CT (g/l) where 
 
€ 
VT = V j
0
n
∑  and  (3) 
 
€ 
YT =
Yj ×V j( )
0
n
∑
VT
  (4) 
CT is calculated similarly to equation 4. If creatinine is excreted at a constant rate, then 
 
€ 
C j
V j
=
C j+1
V j+1
=
CT
VT
  (5) 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Then with substitution and rearrangement,  
 
€ 
YT
CT
=
Yj ×C j( )
0
n
∑
C j2( )
0
n
∑
  (6) 
We calculated the geometric mean (GM) and geometric standard deviation (GSD) of the hypothetical pooled HDA levels from the natural log‐transformed data (PROC MEANS) stratified by class‐type covariates. Statistical analysis of the stratified data was performed using PROC TTEST for dichotomous variables and PROC GLM for covariates with more than two levels (at α‐level 0.10) across each imputed data set and p‐values averaged. All dichotomous and categorical variables listed in Table 4.1 where tested in this manner. However, the covariates describing the painter’s allergies or asthma symptoms were not tested with the ANOVA, due to the limited number of workers who reported having allergies (n = 11) or asthma (n = 4), which made accurate testing impossible. In addition, we performed these statistical analyses using only the last urine sample obtained at the end of the day for each worker to be consistent with other published studies in which only urine samples obtained at the end of the workday were examined for exposure‐biomarker association in HDI exposed workers.46, 49 These urine samples are hereon specified as end‐of‐day urine samples. 
4.5  RESULTS The mixed effects multiple linear regression models for predicting urinary HDA levels are summarized in Table 4.2. Models built using either BZC (Models 1 and 3) or BZC‐APF (Models 2 and 4) with significant covariates were evaluated. 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Table 4.2.  Summary of the linear mixed models for predicting natural log‐transformed, post‐exposure urinary HDA concentrations in the spray‐painters using unadjusted (BZC, Models 1 and 3) or APF adjusted BZC levels (BZC‐APF, Models 2 and 4). The starting Models 1 and 2 originate from our previously published work81 and include only exposure variables and creatinine. The final Models 3 and 4 include exposure variables, creatinine, and statistically significant individual and workplace factors. 
Model  Variable  Estimate  Standard error  p­value  AIC  R2 1. Starting model  lnBZC  0.08  0.09  0.38  1038  0.25 with BZC  Lndermal  0.11  0.07  0.12          lncreatinine  1.25  0.17  <0.0001          worker var  0.99  0.07             residual var  1.78  0.15          2. Starting model  lnBZC‐APF  0.14  0.06  0.03  1035  0.28 with BZC‐APF  Lndermal  0.08  0.07  0.24          lncreatinine  1.28  0.17  <0.0001          worker var  0.93  0.07             residual var  1.76  0.15          3. Final model  Lndermal  0.16  0.06  0.01  1025  0.29 with BZC1  lncreatinine  1.35  0.17  <0.0001          Half‐face  0.62  0.39  0.11          Full‐face  1.33  0.70             Monday  ‐0.16  0.26  0.10          Tuesday  0.57  0.20             Wednesday  ‐0.06  0.20             Thursday  ‐0.02  0.24             worker var  1.00  0.10             residual var  1.11  0.15          4. Final model  lnBZC‐APF  0.19  0.06  0.001  1025  0.29 with BZC‐APF  lncreatinine  1.34  0.17  <0.0001          Monday  ‐0.20  0.25  0.05          Tuesday  0.64  0.20             Wednesday  ‐0.03  0.19             Thursday  ‐0.11  0.24             Coverall  ‐0.48  0.29  0.09          worker var  1.01  0.09             residual var  1.68  0.15          lnBZC = natural log‐transformed breathing zone concentration; lnBZC‐APF = natural log‐transformed respirator adjusted breathing zone concentration; lndermal = natural log‐transformed dermal exposure; lncreatinine = natural log‐transformed creatinine concentration; AIC = Akaike’s Information Criterion; var = variance. 1 BZC was removed from the final model since it was insignificant. 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The starting Models 1 and 2 originate from our previously published work81 and include only exposure variables and creatinine. The final Models 3 and 4 include exposure variables, creatinine, and statistically significant individual and workplace factors. When tested individually (data not shown), the only covariates with a p‐value less than 0.15 were weekday (p = 0.056) and coveralls (p = 0.12). In the original starting model for BZC (Model 1) containing only exposure variables and creatinine, BZC exposure was not significant (p = 0.38). When respirator type was added to the model along with the exposure variables, respirator type was significant (p = 0.082, data not shown), but BZC exposure was not (p = 0.33). In the final BZC model containing significant covariates (Model 3), respirator type (p = 0.11) and weekday (p = 0.10) were the only significant covariates, and BZC was removed from the model since it was not significant. In the original starting model with BZC‐APF (Model 2) containing only exposure variables and creatinine, dermal exposure was not significant (p = 0.24). In the final model with BZC‐APF and covariates (Model 4), dermal exposure became even less significant and was removed from the model. When the two significant covariates were both placed in a single model (Model 4), both weekday (p = 0.05) and coveralls (p = 0.09) retained significance. We further investigated the effect of weekday in urine HDA levels using ANOVA. BZC‐APF exposure did not significantly differ between the weekdays, but weekday was borderline significant for dermal exposure (p = 0.11). The effect of weekday on exposure levels was also evaluated using linear mixed modeling. Weekday was borderline significant for BZC‐APF exposure (p = 0.18) and significantly affected dermal 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exposure (p = 0.05). Thus, significant variation on dermal exposure levels on different weekdays may have contributed to the observation that weekday affected the levels of HDA in urine. However, weekday was significant in both final linear regression models (Table 4.2, Models 2 and 4) while dermal exposure was insignificant only in the final model with BZC‐APF (Table 4.2, Model 2). Therefore, since dermal exposure did not significantly affect HDA levels in this model, weekday variation in dermal exposure by itself should not cause weekday to be a significant variable in the model. Furthermore, in the final BZC model where dermal exposure was significant (Table 4.2, Model 4), any weekday variation in dermal exposure would be accounted for by the dermal exposure variable, and thus, the significance of weekday in this model is independent of dermal exposure variability. A summary of the hypothetical, pooled post‐exposure urine HDA levels adjusted for creatinine concentration and stratified by the different dichotomous and classification covariates as well as the results of the ANOVA is provided in Table 4.3. Workers who wore coveralls had significantly lower urine HDA levels (p = 0.05) than workers who did not wear coveralls. Workers using a PAPR or air supply respirator, as opposed to a cartridge‐type respirator, had significantly lower urine HDA levels when the respirator was stratified as a dichotomous covariate of cartridge‐type respirator versus all others (p = 0.06). Painters who worked in semi‐downdraft or downdraft booths had significantly lower HDA levels than those who worked in cross‐draft booths (p = 0.02).  
  
 97 
 
Table 4.3.  Post‐exposure and the end‐of‐day urine HDA levelsa adjusted for creatinine concentration and stratified by workplace and individual factors. 
Pooled post­exposure 
urine 
(µg HDA/g creatinine) 
End­of­day urine 
(µg HDA/g creatinine) 
Variable  Level  n  N 
GM  GSD  p­value  GM  GSD  p­value Coverall  no  14  38  0.16  3.48  0.05  0.13  4.95  0.21    yes  33  77  0.09  4.94    0.08  5.60   Gloves  no  8  25  0.14  3.51  0.29  0.12  5.07  0.41    yes  39  90  0.10  4.80    0.09  5.52   Long sleeves  no  41  109  0.11  4.65  0.89  0.10  5.62  0.47    yes  6  6  0.11  2.65    0.13  2.54   Hat  no  26  71  0.13  4.56  0.22  0.10  5.76  0.56    yes  21  44  0.09  4.39    0.09  4.92   Googles  no  37  95  0.12  4.49  0.15  0.10  5.76  0.56    yes  10  20  0.07  4.37    0.09  4.92   Respirator  PAPR/air supply  10  26  0.07  3.92  0.06  0.07  4.72  0.23    cartridge  38  88  0.13  4.63    0.11  5.65   APF  1  1  1  0.09  1.00  0.23  0.09  1.00  0.44 respirator  10  37  85  0.12  4.70    0.07  5.73   type  50  1  3  0.30  1.76    0.32  1.91      1000  10  26  0.07  3.92    0.07  4.72   Booth type  cross  9  20  0.25  2.60  0.02  0.18  3.53  0.20    semi  7  17  0.09  4.33    0.09  5.59      down  31  78  0.09  4.79    0.08  5.76   Multipainter  no  28b  68  0.09  4.48  0.10  0.08  5.09  0.28 shop  yes  19  47  0.15  4.38    0.12  5.86   Location  North Carolina  14  33  0.11  4.57  0.91  0.10  5.26  0.75    Washington  33  82  0.11  4.53    0.09  5.52   Weekday  Monday  18  18  0.08  3.77  0.47  0.07  4.76  0.47    Tuesday  23  23  0.15  5.21    0.13  6.39      Wednesday  34  34  0.10  4.59    0.11  5.75      Thursday  24  24  0.15  4.49    0.12  4.56      Friday  16  16  0.08  3.78    0.05  4.80   Current  no  33  78  0.09  4.88  0.12  0.08  5.66  0.16 Smoker  yes  16  37  0.15  3.67    0.13  4.78   Ethnicity  Caucasian  31  78  0.11  4.51  0.33  0.10  5.63  0.58    African‐American  4  6  0.06  6.57    0.06  5.89      Hispanic  9  19  0.15  3.22    0.13  4.00      Asian  1  3  0.03  3.12    0.04  3.60      Native American  1  3  0.23  1.55    0.25  1.32      mixed  2  6  0.07  6.81    0.06  8.67   n = number of workers (may not always total 47, since workers would change PPE use or other factors between visits; two workers quit smoking between visits); N = number of worker‐days; GM = geometric mean; GSD = geometric standard deviation. a Pooled, post‐exposure urine level includes all urine samples collected from a painter after at least one exposure had occurred while the end‐of‐day urine level was measured in the last urine sample of the workday. b Number is based on painters participating in this study. Some shops may have had another painter who did not participate in the study. 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Painters who worked at shops with more than one painter had significantly higher levels of HDA than those who worked at a shop where there was only one painter  (p = 0.10). Smokers had borderline significantly higher HDA levels than non‐smokers (p = 0.12).  No significant variables were observed to affect the end‐of‐day urine HDA levels adjusted for creatinine concentration when stratified by the different dichotomous and classification covariates (Table 4.3). Since we previously observed that smoking affected creatinine levels,89 we examined the urine HDA levels unadjusted for creatinine. Smokers had significantly higher unadjusted HDA levels than non‐smokers (p = 0.07; results not shown). Stratification of the HDA levels twice allowed for analysis of the effect of dermal protection within groups of similar respirator types (Table 4.4). The HDA levels were first stratified by the use of cartridge‐type respirators versus PAPR or air‐supply respirators. Then, they were stratified again by use of coveralls or gloves. Among workers who wore cartridge‐type respirators, those who wore coveralls had significantly lower post‐exposure urine HDA levels than those who did not wear coveralls (p = 0.10). No significant difference was observed in post‐exposure urine HDA levels between coverall users and non‐users among workers who used a PAPR or air‐supply respirator. There was also no significant difference in post‐exposure urine HDA levels between workers wearing and not wearing gloves among any respirator group. In addition, no significant differences were observed in HDA levels in the end‐of‐day urine samples with any of these stratification methods. 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Table 4.4.  Summary of all post‐exposure and only end‐of‐day urine HDA levelsa, adjusted for creatinine concentration, stratified twice by workplace and individual factors. The HDA levels were first stratified into the two levels of variable A. Then, they were stratified again into the two levels of variable B.  
Post­exposure 
urine 
(µg HDA/g 
creatinine) 
End­of­day urine 
(µg HDA/g 
creatinine) Variable A  Level A  Variable 
B  Level B  N 
GM  GSD 
p­
value 
GM  GSD 
p­
value Respirator  PAPR/air supply  Coverall  no  4  0.08  5.56  0.77  0.08  5.59  0.78          yes  22  0.07  3.65    0.07  4.57      Cartridge  Coverall  no  33  0.17  3.22  0.10  0.14  4.95  0.31          yes  55  0.10  5.40    0.09  5.99   Respirator  PAPR/air supply  Gloves  no  3  0.09  3.46  0.74  0.09  4.34  0.67          yes  23  0.07  3.98    0.07  4.77      Cartridge  Gloves  no  21  0.16  3.56  0.44  0.13  5.35  0.52          yes  67  0.12  4.96    0.10  5.72   Respirator  PAPR/air supply  Current  no  20  0.05  4.12  0.03  0.05  4.71  0.16       smoker  yes  6  0.16  2.08    0.15  3.55      Cartridge  Current  no  57  0.12  4.93  0.47  0.10  5.95  0.44       smoker  yes  31  0.15  4.05    0.13  5.04   Coverall  no  Current  no  21  0.17  3.17  0.65  0.14  4.30  0.74       smoker  yes  17  0.14  3.84    0.15  4.19      yes  Current  no  57  0.08  5.23  0.06  0.06  5.90  0.10       smoker  yes  20  0.16  3.62    6.41  6.46   N = number of urine samples; GM = geometric mean; GSD = geometric standard deviation. a Post‐exposure urine level includes all urine samples collected from a painter after at least one exposure had occurred while the end‐of‐day urine level was measured in the last urine sample of the workday. 
The data was also stratified twice to determine if the reason for the differences between HDA levels for smokers and non‐smokers was due to differences in PPE use (Table 4.4). The HDA levels were first stratified by the use of cartridge‐type respirators versus PAPR or air‐supply respirators. Then, they were stratified again by the smoker status (yes, no). Among workers using a PAPR or air‐supply respirator, smoker status remained significant (p = 0.03). This procedure was repeated for coverall use. The HDA levels were stratified first by coveralls use (yes, no). The data were then stratified by the smoker status (yes, no). Among workers wearing coveralls, smoker status remained significant (p = 0.06). For the end‐of‐day urine HDA levels, smoker status was 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significant, but only for workers wearing coveralls (p = 0.05 for unadjusted HDA levels, and p = 0.10 for adjusted HDA levels). 
4.6  DISCUSSION Previously, we reported that inhalation and dermal HDI exposure significantly affected the urine HDA levels in workers occupationally exposed to HDI.81 We also determined that the water content of urine should be accounted for by using creatinine concentration as an independent variable in a linear regression model.81, 89 Here, we examined individual and workplace factors that may modify urine HDA levels in occupationally exposed workers and how those factors affect exposure models. We observed that painters who used the more protective PAPR or air‐supply respirators had significantly lower urine HDA levels than painters who wore cartridge‐type respirators. Respirator type was a significant variable in the linear regression model that used BZC unadjusted for APF. BZC was an insignificant variable in the model when used along with dermal exposure level and creatinine concentration. When respirator type was added to the model, BZC retained its insignificance. Consequently, this lends support for the use of BZC modified for APF to account for the inhalation exposure in the linear regression models. Workers who wore coveralls and, thus, received some protection from dermal exposure, had significantly lower urine HDA levels than those who did not wear coveralls (Table 4.3). This significance remained when the workers were stratified by respirator type to control for the effect of differences in inhalation protection. Coverall use significantly lowered urine HDA levels among painters wearing cartridge‐type 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respirators, but not among painters wearing PAPR or air‐supply respirators. However, this result may be biased due to the small number of urine samples obtained from workers wearing PAPR or air‐supply respirator but not wearing coveralls (N = 4). Coverall use was also a significant predictor of urine HDA levels in the linear regression models with BZC‐APF exposure (Table 4.2). No other categorical variables that describe the dermal PPE worn by the worker improved model fit. However, dermal exposure as measured by the tape‐strip method reflected the effect of PPE protection since the tape‐strip samples were taken from the areas that had been covered during painting.8 Thus, the dermal exposure measured accounted for the protectiveness of the gloves or coverall. However, the measured dermal exposure may have been underestimated due to the possible rapid absorption of HDI through the stratum corneum and/or conjugation of HDI to macromolecules in the skin. This may have contributed to the large number of non‐detectable samples collected from the skin (63%) even though the tape‐strips were collected immediately after each paint task. Further, although both final models included a dermal exposure variable (coverall in Model 2 and dermal in Model 4), the high percentage of non‐detectable tape‐strips may have led to an underestimation of dermal exposure’s true significance. Painters in the multi‐painter shops had significantly higher urine HDA levels than painters in the single‐painter shops. This indicates a bystander effect where painters are being exposed to HDI through sources other than their painting tasks. Shops with more than one painter may be busier and potentially have higher HDI‐exposures, thus, increasing urine HDA levels. However, no significant difference was observed in the cumulative daily BZC‐APF or dermal exposure between one‐ and multi‐
  
 102 
 
painter shops. Booth type was also found to significantly affect urine HDA levels. Because Fent et al.68 previously observed that booth type significantly affected BZCs in the same study population, this result was expected. Booth type was not observed to be a significant variable in the linear regression models most likely because booth type modified the exposure levels and was, therefore, accounted for in the dermal and BZC‐APF exposure variables. Our ANOVA results showed smokers to have significantly higher HDA levels than non‐smokers. After stratification by cartridge‐type respirator and coverall use to control for the effect of different inhalation or dermal protection, the significance of smoking was retained but only for the more protected workers (i.e., those wearing coveralls or PAPR or air‐supply respirators). In contrast, Liu et al.37 observed smokers to have lower urine HDA levels in a group of healthy auto‐body workers previously exposed to HDI. Neither current smoker status or smoking history were observed to significantly affect urine HDA levels in the linear regression models. This indicates that while smoking affects urine HDA levels, it does so to a much lesser degree than HDI‐exposure and creatinine concentration. The reason why smoker status affected urine HDA levels in workers wearing more protective PPE is unclear. It is plausible that smokers were exposed to HDI through ingestion by transferring HDI from contaminated hands to cigarettes and mouth. The reason may also be biological. It is plausible that HDI is eliminated faster in smokers due to tobacco smoke related induction of metabolic enzymes.90 It is also plausible that HDA and toxins in tobacco smoke compete for the same binding sites in macromolecules, and thus, due to 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potentially greater affinity of tobacco toxins to macromolecules compared to HDA, HDA may be cleared faster from the body. No other demographic variables improved the predictability in the linear regression models, most likely due to the demographic similarities between the individuals in this small study population. Further, the linear regression models were not affected by worker health conditions (e.g., allergies, asthma). Weekday was found to significantly affect urine HDA levels in the linear regression models. This finding supports our previous observation that HDA has a biphasic elimination81 and may reflect the fact that HDA binds to macromolecules in the body and, consequently, is slowly released or broken down over time. Finally, when we examined only the end‐of‐day urine samples, smoker status was the only factor that significantly affected the urine HDA levels according to the ANOVA. However, we demonstrated previously that HDA levels can vary greatly throughout the day,81 and that short‐term half‐life of HDA is about 1.2 ‐ 2.9 h.36‐39, 81 Therefore, the end‐of‐day sample may not reflect the exposure dose received during the morning hours. Thus, the results indicate the importance of collecting multiple urine samples throughout the day instead of just one end‐of‐day spot sample. 
4.7  CONCLUSION This study provides further evidence that dermal exposure to HDI along with inhalation exposure contribute to urine HDA levels. Further, this study demonstrates the importance of proper dermal and inhalation protection during automotive spray painting with HDI‐containing paints. The results indicate differences in the 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effectiveness of the respiratory protections used. Individual factors, with the exception of smoking status, were not observed to significantly affect HDA levels, thus confirming the need to focus our efforts on exposure reduction in work places. Also, evidence was provided for a bi‐phasic elimination pattern of HDA and the importance of collecting multiple urine samples throughout the workday to reliably assess the contribution of the workday exposure to the HDA level.
 CHAPTER 5 
DISCUSSION AND CONCLUSION 
 
 
5.1  OVERVIEW Here, I have presented three related manuscripts (Chapters 2‐4). Each manuscript builds upon the previous body of work and makes significant contributions to understanding HDI‐exposure and the subsequent elimination of HDA in urine. The first manuscript (Chapter 2) describes the effect of inhalation and dermal HDI‐exposure on urine HDA levels. In the second manuscript (Chapter 3), I discuss whether creatinine concentration should be used to account for the water content of urine in HDI‐HDA exposure assessment models, as implied in my first manuscript (Chapter 2), or if specific gravity should be used instead. In the third manuscript (Chapter 4), I further explore the relationship between HDI‐exposure and urine HDA‐levels by examining which, if any, individual and workplace factors affect the urine HDA levels. In the 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following sections, I discuss the strengths and limitations of these studies, their effects on interpreting the result, and the applicability of urine HDA as a biomarker of HDI exposure (5.2) as well as the methods used to account for the water content in urine biomarker analysis (5.3). Further, I discuss the factors observed to affect HDA levels in exposed workers (5.4) and implications of the longitudinal repeated‐measure study on the generalization of the results (5.5). 
5.2  URINE HDA AS A BIOMARKER OF HDI EXPOSURE Previous research has indicated a relationship between inhalation exposure to HDI and HDA levels in hydrolyzed urine in humans.36, 37, 46, 47 The half‐life of HDA in urine as been calculated as between 1.2 and 2.8 h.36‐39 I have shown that dermal exposure to HDI contributes to urine HDA levels.  Using data from a field study, I calculated the half‐life of HDA to be about 2.9 h. This relatively short half‐life creates difficulty to interpret the results published in previous studies on HDI and other diisocyanate exposures, where only one end of the day urine sample was collected to compare urine HDA levels to exposure that occurred throughout the day.46, 48‐50 Since the half‐life of HDA is only few hours, taking one urine sample at the end of the day may fail to indicate the highest urine level, and thus the highest exposure, as well as the total amine levels eliminated throughout the day. The results from this study demonstrate that the highest HDA levels, in fact, may occur in the first urine sample of the day before any HDI exposure has occurred. Since we collected samples of all urine voids from the painters during each visit, I used each post‐exposure urine sample as a unique observation in the exposure 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assessment models. By doing this, I was able to calculate the half‐life and take into account the fluctuation of the HDA levels throughout the day. However, this method was not without limitations. We were not able to collect the same number of urine samples from each subject. On average, we collected 3.5 urine samples per painter per visit. The minimum number collected was one pre‐ and one post‐exposure urine sample, while the maximum collected was nine for one day. Thus, in our exposure assessment models, the more urine we collected from a painter, the more heavily his results weighed into the model results. The results also indicate that urine HDA has a biphasic elimination pattern, i.e. both a long‐term and a short‐term half‐life. Evidence for the long‐term half‐life includes the number of pre‐exposure urine samples with detectable levels of HDA, including the seven samples collected on a Monday morning. Since no sampling was done on consecutive days, it is not possible to determine if the detectable pre‐exposure urine samples were due to high exposure the day before or due to a slower elimination of HDA bound to macromolecules. However, calculations using the average pre‐exposure urine level along with the end‐of‐day urine HDA level and the time difference between these, indicate that it is unlikely that any of the pre‐exposure urine levels were due to high exposure to HDI the day before. The detectable HDA levels in all urine samples of two, of the five, workers who were monitored on days when they were not painting may also be explained by the biphasic elimination pattern of HDA or by secondary exposure to HDI (i.e., not due to painting). Future studies are needed to confirm the biphasic elimination pattern of HDA and determine the long‐term half‐life. Studies similar to Lind et al.40 where all urine 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produced during several days of exposure and then also during workers’ 3‐4 week vacation were collected would be ideal to increase our understanding of the elimination pattern of HDA. 
5.3  URINE NORMALIZATION Previous studies have used creatinine concentration in the urine sample to normalize urine HDA levels.36, 37, 46, 49 Since considerable variability in creatinine elimination has been documented,55‐58, 62, 80 I hypothesized that the specific gravity of the spot urine sample would explain more than creatinine concentration of the variability in the urine HDA levels measured in the spray painters occupationally exposed to HDI. However, the results of the exposure assessment models demonstrate that, in fact, creatinine concentration is a more significant factor than specific gravity in the exposure assessment models. However, the results of the models generated to determine what factors affect creatinine concentration, demonstrate the importance of using creatinine as an independent variable in exposure assessment models. Since creatinine is mainly filtered in the kidneys with a small amount secreted, these results suggest that HDA is excreted in the same manner. While the results of these models are only applicable to HDA, the method used to determine if creatinine concentration or specific gravity are more appropriate for urinary biomarker normalization can also be applied to other biomarker analyses. This method does require initially that both creatinine concentration and specific gravity be measured for each urine sample. However, the results are then applicable for subsequent models and studies with that specific biomarker. 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5.4  FACTORS AFFECTING HDA EXCRETION By using t‐tests, I was able to confirm the previous linear mixed model results that both dermal and inhalation exposure affect urine HDA levels. The t‐tests and the exposure assessment models also show that no individual factors with the exception of smoking affected the urine HDA levels. It is important to note that the study population was not large, and while the group did have diversity, the population consisted of healthy men whose age, weight, and other attributes did not vary much. Thus, this observation was not unexpected. A large degree of unexplained variation in HDA levels between and within individuals was observed. Some of the variation may have been due to unmeasured biological factors such as genetic factors. However, the genetic factors cannot explain the observed intra‐person variance. Thus, future studies in which exposure and urine levels are measured on consecutive days may help to ascertain the reasons for this variation. Some of the variation in excretion rate may be due to exposure the day before. As previously noted, HDA appears to have a slow half‐life on the order of several days as well as the short half‐life of approximately 2.9 h. Thus some of the variation in HDA levels may be due to the longer elimination time required for HDA that may have been bound to macromolecules and tissues. HDA is in the blood that is bound to albumin or hemoglobin will not be eliminated until the albumin or hemoglobin is broken down. I was able to show that workplace factors, mainly the use of PPE, significantly affected the measured HDA levels. Painters who wore coveralls had significantly lower urine HDA levels than those who did not. This significance was retained when the use of 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respirator was controlled in the models. Painters who used PAPR or air‐supply respirators had significantly lower urine HDA levels than those who wore half‐face cartridge‐type respirators. The use of gloves did not significantly affect HDA levels. However, due to the wide variety in type of gloves used, it is possible that some glove types protected more than the others. Thus, more specific exposure data using a larger study population is needed to determine the ability of gloves to prevent HDI exposure.   
5.5  EXPOSURE ASSESSMENT MODELS The linear mixed models were able to demonstrate that both dermal and inhalation exposure to HDI significantly contributed to urine HDA levels. A significant limitation in this study was the estimation of inhalation exposure. BZC is a flawed indicator of inhalation exposure since BZC measurements are taken outside the respirator. Thus BZC indicated the level of HDI in the painter’s breathing‐zone, but not the dose breathed. Using the APF to modify the BZC measurement helped to account for the level of protection provided by the respirator. However, respirators of the same type have been assigned the same APF although their protection may greatly differ.69 The APF distinguishes between a highly protective air‐supply respirator and a half‐face cartridge respirator. However, the APF does not distinguish between a properly fitting half‐face cartridge respirator with appropriate maintenance and an ill‐fitting half‐face cartridge respirator with no maintenance. In order to properly measure inhalation exposure, air measurements should be taken inside the respirator. Unfortunately, this was not feasible for this study. 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The high percentage of HDI levels in the non‐detectable dermal tape‐strips (63%) made determining the significance of dermal exposure more difficult and was most likely the reason why dermal exposure became insignificant when in the same model with BZC‐APF. Thus, the models were investigated with a subset of workers, who did not wear coveralls or gloves while painting and whose dermal exposure levels were above the LOD. When dermal, BZC‐APF, and creatinine concentration were in the same model, neither dermal nor BZC‐APF exposure was statistically significant (at α‐level of 0.1), however, dermal exposure was more significant (p‐value=0.21) than BZC‐APF (p‐value 0.71). Also, when the PPE use was examined by t‐tests with stratified data, painters who wore coveralls had significantly lower urine HDA levels than those who did not. This significance was retained when only workers who wore half‐face respirators were investigated for their coverall use. Thus, analysis of urine HDA levels among workers with similar respirator types demonstrate the importance of dermal protection. 
5.6  CONCLUSIONS Through the use of linear mixed models, I have demonstrated that both inhalation and dermal exposure significantly affect urine HDA levels. I have also shown that urine creatinine concentration used as an independent variable in the linear mixed model is the best method to account for the water content of urine when performing exposure assessment for occupational exposure to HDI using urine HDA as a biomarker. Finally, I have shown that HDA has a biphasic elimination pattern with a short‐term 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half‐life of 2.9 hours and a long‐term half‐life that needs to be determined in future studies. Through the use linear mixed modeling and t‐tests with stratified data, I have demonstrated that proper dermal and inhalation PPE significantly prevent HDI exposure as indicated by the lower urine HDA levels in exposed workers. I have also shown that smoker status can significantly affect both the urine creatinine concentration and urine HDA level. This demonstrates the importance of using creatinine concentration as an independent variable in exposure modeling, as opposed to traditional normalization of urine HDA level. Also, I have demonstrated that individual factors did not affect HDA levels with the exception of smoker status. This indicates the importance of focusing on workplace control measures for reducing worker exposure to HDI. The exposure assessment models will help industrial hygienists use urine HDA level as a biomarker to establish the dose of HDI exposure that a worker received. Further, the information regarding the effect of smoking on creatinine and HDA levels, will ensure that exposure is not misestimated due to smoker status and, thus, confounding the biomarker results. The results presented here also show the importance of collecting all urine samples throughout the day and will enable industrial hygienists to design a biomonitoring strategy that will reliably capture exposure‐biomarker relationship. Due to their work with HDI‐containing products, auto‐body painters risk becoming sensitized to HDI and developing occupational asthma. Urinary HDA can be used as a biomarker to indicate the level of dermal and inhalation HDI‐exposure that 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the painter is experiencing. Thus, it can also be used to indicate the effectiveness of the exposure protection methods used and how workers can be adequately protected.
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